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RESUMO 
A constante busca por fontes alternativas de energia tem estimulado o mercado mundial de 
combustíveis limpos. Tendo em vista este cenário, o objetivo desta tese foi estudar a 
produção de lipídeos, pela levedura oleaginosa Candida sp. LEB-M3 cultivada em glicerol 
bruto e o processo de recuperação lipídica para aplicação na síntese enzimática de 
biodiesel. Durante os cultivos em glicerol bruto e diferentes fontes de nitrogênio, a levedura 
apresentou conteúdo lipídico 30,8% (m/m) e concentração lipídica de 3,09 g/L, em relação 
carbono/nitrogênio de 90. As condições de menor agitação e aeração em biorreator (200 
rpm e 0,5 vvm) favoreceram a formação de ácidos graxos que conferem melhores 
parâmetros de qualidade do biodiesel. Entre as técnicas de ruptura estudadas, a abrasão por 
cisalhamento com pérolas de vidro apresentou alta recuperação lipídica (125%), quando 
comparada à técnica padrão estudada. A extração com CO2 supercrítico indicou ser um 
método de extração de lipídeos microbianos promissor, porém é mais seletivo aos 
compostos apolares e por isso apresentou rendimento global máximo de 6,17%. A reação 
de síntese de biodiesel com lipídeo microbiano e metanol em meio reacional com n-hexano 
e lipase recombinante de Rhizopus oryzae (rROL) imobilizada como catalisador da reação, 
apresentou rendimento de metil ésteres de ácidos graxos (FAMEs) de 40,6%. Além disso, 
foram realizadas 5 reutilizações da enzima, com perda máxima de 30% no rendimento de 
FAMEs. O estudo da produção e recuperação lipídica da levedura Candida sp. LEB-M3 
possibilitou a síntese enzimática de biodiesel, contribuindo assim para o desenvolvimento 
sustentável da cadeia produtiva do biodiesel. 
Palavras-chave: lipídeos microbianos, ruptura celular, biodiesel, levedura, extração 
supercrítica. 
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ABSTRACT 
The constant search for alternative energy sources has stimulated the global market of clean 
fuels.  In view of this scenario, the goal of this thesis was to study the production of lipids 
by oleaginous yeast Candida sp. LEB-M3 grown in crude glycerol and the lipid recovery 
process for use in biodiesel enzymatic synthesis. During the cultivation in crude glycerol 
and different nitrogen sources, the lipid content of the yeast showed 30.8% (w/w) and lipid 
concentration of 3.09 g/L, for carbon/nitrogen ratiof of 90. The conditions of less agitation 
and aeration in the bioreactor (200 rpm and 0.5 vvm) favored the formation of fatty acids 
that give best biodiesel quality parameters. Among the cell disruption techniques studied, 
abrasion by shearing with glass beads showed higher lipid recovery (125%) compared to 
the standard technique studied. The extraction with supercritical CO2 showed to be a 
promising method of microbial lipid extraction, but is more selective to non-polar 
compounds and therefore presented the maximum overall yield of 6.17%. The biodiesel 
synthesis reaction with the microbial lipid and methanol in the reaction medium with n-
hexane and recombinant Rhizopus oryzae (rROL) immobilized catalyst of the reaction, 
showed a yield of 40.6% of fatty acid methyl esters (FAMEs). In addition, there were 5 
reuses of enzyme, with a maximum loss of 30% FAMEs yield. The study of lipid 
production and lipid recovery of the yeast Candida sp. LEB-M3 enabled the enzymatic 
synthesis of biodiesel, thus contributing to the sustainable development of the biodiesel 
production chain. 
Key-words: microbial lipids, cellular dispruption, biodiesel, yeast, supercritical extraction. 
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1.1 INTRODUÇÃO 
 
A produção de biodiesel encontra-se em constante aumento devido à política de 
incentivo ao consumo deste biocombustível e às suas vantagens frente a alguns problemas 
de poluição ambiental. O incentivo surge da necessidade de substituição dos combustíveis 
fósseis, fontes esgotáveis de energia, por combustível derivado de fontes renováveis. O 
biodiesel é um biocombustível que representa uma alternativa renovável, ambientalmente 
segura e tem os óleos vegetais como principal matéria prima para sua produção. Por outro 
lado, além de representar aproximadamente 70% do custo de produção do biodiesel, 
considerável volume de óleo é necessário e, por consequência, grandes áreas de terras 
cultiváveis competindo por espaço com outros cultivos que podem ser destinados a 
alimentação (Saenge et al., 2011; Marchetti et al., 2007). 
Neste contexto é importante a busca por fontes alternativas de óleos como matéria 
prima viável para a produção de biodiesel. Lipídeos produzidos por micro-organismos 
apresentam-se como alternativa potencial de material lipídico. Micro-organismos que 
apresentam a habilidade de acumular mais de 20% de sua biomassa seca em lipídeos são 
classificados como oleaginosos. Algumas leveduras chegam a acumular de 50 a 70% de 
lipídeos, formados principalmente por triacilgliceróis que apresentam em sua composição 
ácidos graxos similares aos presentes em óleos vegetais (Ratledge, 2005) e por isso também 
podem ser empregados na reação de síntese de biodiesel.  
O aumento na disponibilidade de glicerol bruto, principal coproduto do biodiesel, 
decorrente da alta na produção deste biocombustível, tem despertado interesse de 
pesquisadores. Diversos estudos vêm focando a valorização deste coproduto em cultivos 
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microbianos como substrato de diversos processos biotecnológicos (Silva et al., 2009; 
Rivaldi et al., 2008). Em cultivos de micro-organismos a fonte de carbono utilizada 
encontra-se geralmente em concentração superior em comparação a outros componentes do 
meio e, portanto tem alta participação no custo do processo. A busca por fontes de carbono 
de baixo custo, como os coprodutos agroindustriais, são alternativas que podem ainda 
apresentar nutrientes importantes e assimiláveis por micro-organismos (Poli et al., 2014; 
Duarte et al., 2013).  
Em leveduras, os lipídeos são acumulados intracelularmente, e por isso a etapa de 
ruptura das células é de grande importância para a eficiência da extração lipídica. A busca 
por métodos mais seguros para a recuperação do óleo, com menor consumo de solventes, 
menores tempos de extração e alto rendimento, incentiva o estudo de novas técnicas de 
ruptura celular e extração. A parede celular das leveduras é composta por uma estrutura 
complexa de polissacarídeos, proteínas e glicoproteínas interligadas. Através de tratamento 
prévio adequado da biomassa, é possível promover a ruptura celular e tornar os lipídeos, 
produzidos intracelularmente, acessíveis à extração. Métodos químicos, físicos e 
enzimáticos podem ser empregados para ruptura da parede celular de leveduras (Michelon 
et al., 2012; Lee et al., 2010; Xiao et al., 2009).  
Os métodos de extração de lipídeos atualmente empregados, em sua maioria, 
utilizam solventes potencialmente tóxicos (Hussain et al., 2014). Um método ainda pouco 
explorado para a recuperação do material lipídico de micro-organismos é a extração por 
dióxido de carbono (CO2) supercrítico. O emprego do CO2 como solvente apresenta 
vantagens principalmente por ser atóxico e apresentar a característica de dissolver e se 
difundir na matriz a ser extraída, o que facilita a rápida transferência de massa do solvente, 
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e torna esta tecnologia alternativa para a extração de lipídeos microbianos (Taher et al., 
2014; Nisha et al., 2012).  
A reação de transesterificação para síntese de biodiesel pode ser realizada utilizando 
diferentes sistemas catalíticos para a formação dos metil ésteres de ácidos graxos (FAMEs) 
na reação com metanol, por exemplo. As lipases são catalisadores que competem com 
ácidos e bases, devido sua aplicabilidade em substratos de diferentes qualidades para a 
síntese de biodiesel e exigem condições brandas de reação, o que demanda menor gasto 
energético. A maior barreira para a utilização de enzimas na produção de biodiesel é o alto 
custo deste biocatalisador. Por outro lado, a imobilização enzimática é uma técnica que 
permite a reutilização da enzima, mantendo seu poder catalítico e estabilidade, o que 
possibilita a redução de custo do processo (Wang et al., 2014; Gog et al., 2012; 
Brusamarelo et al., 2010; Robles-Medina et al., 2009; Marchetti et al., 2007).  
A adequação do biodiesel de origem microbiana para aplicação como combustível, 
assim como o biodiesel tradicional, deve estar de acordo com as especificações exigidas 
pelas atuais normas vigentes, no Brasil ANP - Agencia Nacional de Petróleo, Gás Natural e 
Biocombustíveis, Europa, EN - European standard e EUA, ASTM - American Society for 
Testing and Materials, as quais podem ser influenciadas pelas características estruturais dos 
ácidos graxos presentes nos FAMEs produzidos. Com isso é possível analisar, em função 
do perfil de ácidos graxos dos lipídeos microbianos, sua viabilidade e potencialidade para 
emprego na síntese de biodiesel (Knothe, 2008). 
A levedura Candida sp. LEB-M3, isolada do Pantanal, foi selecionada como micro-
organismo oleaginoso em trabalho prévio de bioprospecção de linhagens selvagens com 
potencial para o acúmulo lipídico quando cultivadas em glicerol gerado na síntese do 
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biodiesel como fonte de carbono. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a 
produção de lipídeo microbiano da levedura Candida sp. LEB-M3 bem como a etapa de 
recuperação lipídica e aplicação do material graxo na síntese enzimática de biodiesel, a fim 
de verificar a potencialidade deste micro-organismo para a produção sustentável de 
biodiesel. 
 
1.2 OBJETIVOS 
1.2.1 Geral  
 
Cultivar a levedura Candida sp. LEB-M3, isolada de um ambiente natural, em 
glicerol bruto visando o acúmulo lipídico para síntese enzimática de biodiesel como 
alternativas aos processos tradicionais nas etapas de produção deste biocombustível. 
 
1.2.2 Específicos 
 
- Selecionar fonte de nitrogênio e relação C/N, para o cultivo da levedura Candida sp. 
LEB-M3, visando o maior acúmulo lipídico; 
- Avaliar, em reator de bancada, a influência da agitação e aeração no cultivo da levedura 
Candida sp. LEB-M3 quanto ao acúmulo e perfil lipídico; 
- Avaliar a cinética de acúmulo e perfil lipídico em reator de bancada; 
- Predizer, através de modelos matemáticos, os parâmetros de qualidade do biodiesel de 
acordo com o perfil de ácidos graxos em diferentes condições de cultivo; 
- Avaliar diferentes métodos de ruptura celular da levedura Candida sp. LEB-M3; 
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- Estudar a extração de lipídeos utilizando CO2 supercrítico como um método alternativo 
para a recuperação dos lipídeos microbianos;  
- Aplicar o óleo microbiano na reação de síntese de biodiesel com uma lipase recombinante 
de Rhizopus oryzae imobilizada. 
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2.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1.1 Biodiesel 
 
Com o objetivo de mudar o panorama da matriz energética no Brasil e no mundo 
tem-se focado no estudo de fontes de energia alternativas, renováveis, eficientes e viáveis. 
Segundo o Ministério de Minas e Energia em 2013, a oferta interna de energia renovável no 
Brasil foi de 41%; entre elas, os biocombustíveis representam grande parcela. Dentre os 
biocombustíveis, o biodiesel é uma alternativa interessante pela possibilidade de 
substituição do diesel, sendo este último um derivado do petróleo que está se tornando 
escasso por se tratar de uma fonte não renovável. Devido à facilidade de utilização, 
biodegradabilidade, além de ser atóxico e livre de compostos sulfurados e aromáticos, o 
biodiesel é considerado um combustível ecológico. Sua utilização em motor diesel 
convencional resulta, quando comparado com a queima do diesel mineral, em uma redução 
de monóxido de carbono e de hidrocarbonetos não queimados. Além disso, uma variedade 
de fontes de biomassas renováveis apresentam composição de ácidos graxos apropriados 
para esta finalidade, como óleos vegetais e gorduras animais (Ruan et al., 2012; Ayoub e 
Abdullah, 2012; Marchetti et al., 2007). 
A utilização direta dos óleos vegetais ou gorduras animais como combustível não é 
adequada, devido à alta viscosidade e baixa volatilidade destes materiais, podendo causar 
problemas ao motor (Lam et al., 2010). Portanto, devem ser modificados a uma forma mais 
apropriada, através da reação de transesterificação, em presença de catalisador, entre óleo e 
álcool para a obtenção de ésteres de ácidos graxos como produto desta reação (Berrios et 
al., 2010) que consiste no biodiesel. 
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O governo brasileiro lançou em dezembro de 2004 o marco regulatório que 
estabeleceu as condições legais para a introdução do biodiesel no país. Inicialmente o 
percentual obrigatório de biodiesel adicionado ao diesel comercializado em qualquer parte 
do território nacional era de 2% (B2). Atualmente, o óleo diesel comercializado em todo o 
Brasil deve conter 7% de biodiesel (B7). Estes percentuais são estabelecidos pelo Conselho 
Nacional de Política Energética (CNPE). A contínua elevação do percentual de biodiesel 
que deve ser adicionado ao diesel demonstra a experiência acumulada pelo Brasil na 
produção e na utilização de biocombustíveis em larga escala. O Brasil está entre os maiores 
produtores e consumidores de biodiesel do mundo, com produção de 2,9 bilhões de litros 
em 2013, segundo a ANP. Baseado no aumento do consumo mundial de biodiesel e 
também nos incentivos do governo brasileiro a este combustível, seu custo pode se tornar 
uma barreira econômica para sua produção a partir de fontes convencionais como óleos 
vegetais, pois mesmo quando a disponibilidade dessas fontes é alta, pode levar a uma 
disputa pela melhor forma de distribuição na utilização de terras aráveis (Yen et al., 2012). 
A disputa por espaços de terra com o setor alimentício e o custo da matéria prima são as 
maiores barreiras da produção atual de biodiesel de primeira geração, por isso é importante 
a busca por fontes alternativas aos vegetais atualmente utilizados como matéria prima graxa 
no processo de produção de biodiesel.   
 
2.1.2 Lipídeos microbianos 
 
Micro-organismos que apresentam a habilidade de acumular mais de 20% de sua 
biomassa seca em lipídeos são classificados como oleaginosos. Algumas leveduras chegam 
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a acumular de 50 a 70% de lipídeos intracelulares, formados principalmente por 
triacilgliceróis que apresentam em sua composição ácidos graxos similares aos presentes 
em óleos vegetais. A utilização de micro-organismos como fonte de óleos e gorduras é 
reportada há muitos anos e a expectativa é de que esta fonte de lipídeos seja cada vez mais 
explorada (Ratledge, 2005). Existe uma diversidade de micro-organismos presentes em 
ecossistemas naturais que podem ser isolados por apresentarem importantes potencialidades 
como, por exemplo, a capacidade de acumular alto conteúdo lipídico. Através de estudos de 
bioprospecção é possível selecionar linhagens promissoras para uma determinada 
característica desejada.  
As leveduras oleaginosas mais conhecidas incluem os gêneros de Candida, 
Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon e Yarrowia. Durante o ciclo vital da maioria dos 
micro-organismos, são produzidos lipídeos, em leveduras e bactérias tem-se observado que 
o acúmulo lipídico ocorre quando o organismo encontra-se em condições de estresse 
(Ratledge, 2005). A formulação de meio de cultivo com limitação de nitrogênio é um caso 
de estresse ao micro-organismo e é o mais eficiente tipo de limitação para indução ao 
acúmulo de lipídeos (Beopoulos et al., 2009).  
Quando o cultivo apresenta excesso de carbono e nitrogênio limitante durante a fase 
de crescimento celular, a fonte de carbono que está em excesso (glicose, glicerol, 
polissacarídeos, entre outros) é assimilada e distribuída para a formação de quatro 
macromoléculas: carboidratos, lipídeos, ácidos nucleicos e proteínas. Porém o nitrogênio 
também é essencial para a síntese dessas moléculas, necessárias para a multiplicação 
celular. Este processo é, portanto, retardado pela limitação do nitrogênio, devido à redução 
na síntese de ácidos nucleicos e proteínas, com isso a taxa de crescimento celular diminui 
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rapidamente, enquanto a taxa de assimilação de carbono decresce mais gradualmente, o que 
resulta na canalização preferencial do fluxo de carbono para a síntese intracelular de 
lipídeos (Ratledge, 2005). 
Em leveduras, os lipídeos intracelulares podem ser acumulados através de duas vias: 
síntese de novo envolvendo a produção, em condições definidas, de ácidos graxos 
precursores, como acetil-coenzima A (acetil-CoA) e malonil-CoA, a partir de carboidratos 
não oleaginosos e de sua integração na via biossintética de armazenamento de lipídeos (via 
Kennedy); e por via de acúmulo ex novo, envolvendo a assimilação de ácidos graxos, óleos 
e triacilgliceróis (TAG) do meio de cultivo e seu acúmulo em forma não modificada ou 
modificada no interior da célula. Esta última via requer a hidrólise do substrato hidrofóbico, 
transporte dos ácidos graxos liberados para dentro da célula, sua remontagem nas frações 
de TAG e esterol éster (ES) e seu acúmulo dentro dos corpos lipídicos (Beopoulos et al., 
2009).  
 Na síntese de novo, quando a glicose ou glicerol é a fonte de carbono utilizada pelo 
micro-organismo oleaginoso, a fonte é convertida a piruvato no citoplasma após várias 
reações da via glicolítica. Ao entrar na mitocôndria, o piruvato é convertido a acetil-CoA, 
que condensa com oxaloacetato (um intermediário do ciclo de Krebs) formando citrato. 
Quando ocorre o acúmulo de citrato na mitocôndria em nível suficientemente alto, ele é 
então transportado através da membrana da mitocôndria em troca com L-malato e é clivado 
no citosol pela ATP citrato liase, produzindo acetil-CoA e oxaloacetato precursores da 
síntese de ácidos graxos. A ATP citrato liase está presente somente em algumas leveduras e 
fungos conferindo característica de micro-organismos oleaginosos. Em condições de 
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nitrogênio limitante as leveduras não oleaginosas não acumulam lipídeos, quando ocorre o 
esgotamento do nitrogênio do meio (Liang e Jiang, 2013; Sitepu et al., 2013). 
A síntese de ácidos graxos consiste na união sequencial de unidades de dois 
carbonos: a primeira unidade é proveniente de acetil-CoA, e todas as subsequentes, de 
malonil-CoA, formada por carboxilação de acetil-CoA. Esta reação é catalisada pela acetil-
CoA carboxilase, que tem como grupo prostético a biotina. O triacilglicerol final resultante 
da sequência de eventos é produzido por meio de uma reação de desidratação em que três 
ácidos graxos combinam com uma molécula de glicerol através de ligações éster entre os 
grupos carboxílicos dos ácidos graxos e dos grupos hidroxila do glicerol. A molécula de 
glicerol em TAG é derivada de um intermediário de glicólise, dihidroxiacetona fosfato, 
enquanto que os ácidos graxos são produzidos pela união sequencial de dois carbonos 
(Ageitos et al., 2011; Beopoulos et al., 2009). 
 Ao comparar a composição de ácidos graxos dos óleos vegetais comumente 
utilizados na síntese do biodiesel, com o perfil de ácidos graxos presentes em diversos 
micro-organismos estudados, verifica-se a potencialidade de aplicação deste material 
lipídico. Estes dados estão apresentados na Tabela 2.1, onde é possível observar a 
semelhança do perfil lipídico do óleo produzidos por micro-organismos e óleos vegetais, 
sendo que diferentes fontes de carbono e nitrogênio bem como diferentes linhagens de 
micro-organismos podem apresentar perfis diferentes, mas geralmente com maior 
proporção de ácidos graxos saturados e mono-insaturados. 
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Tabela 2.1 Perfil de ácidos graxos predominantes em diferentes matérias primas que podem ser utilizadas na produção de biodiesel, 
óleos vegetais e micro-organismos. 
Óleo de oleaginosa   C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 
1Palma   42,6 0,3 4,4 40,5 10,1 0,2 
1Soja   11,4 -- 4,4 20,8 53,8 9,3 
1Girassol   7,1 -- 4,7 25,5 62,4 0 
1Linhaça   5,0 -- 2,0 20,0 18,0 55,0 
1Oliva   11,8 1,5 2,7 74,2 8,5 0,7 
Óleo de micro-organismo
 Condições de cultivo 
Conteúdo 
(% m/m) 
      
2Yarrowia lipolytica QU21 
Glicerol bruto e extrato de 
levedura 
22,1 8,5 5,6 4,3 46,5 19,3 6,7 
2Yarrowia lipolytica QU21 
Glicerol bruto e 
(NH4)2SO4 
18,9 15,5 5,5 17,5 52,5 6,5 -- 
3Mortierella isabelina Xilose 41,8 23,7 3,3 12,1 52,1 7,1 -- 
4Candida lipolytica Melaço e (NH4)2SO4 59,9 21,6 5,2 27,1 19,0 12,0 -- 
4Candida tropicalis Melaço e (NH4)2SO4 46,8 29,7 5,0 56,2 2,3 -- -- 
5Candida freyschussii ATCC 18737 
Glicerol bruto e extrato de 
levedura 
33,0 16,8 24,2 23,0 44,0 11,1 1,6 
6Rhodotorula glutinis TISTR 5159 
Glicerol bruto e 
(NH4)2SO4 
35,2 16,8 0,8 3,68 45,7 17,9 4,33 
  Fonte: 
1
Akoh et al., (2007); 
2
Poli et al., (2014); 
3
Hussain et al., (2014); 
4
Karatay e Dönmez, (2010); 
5
Raimondi et al., (2014); 
6
Saenge et al., (2011) 
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2.1.3 Glicerol como fonte de carbono em cultivos de micro-organismos 
 
Glicerol, propano-1,2,3-triol (C3H8O3) é um composto orgânico, também produzido 
como coproduto da transesterificação de óleos vegetais com metanol ou etanol via catálise 
básica ou ácida. A produção de 10 kg de biodiesel de óleo vegetal gera cerca de 1 kg de 
glicerol bruto (também chamado de glicerina), ou seja, o glicerol é o principal coproduto 
gerado no processo, correspondendo a aproximadamente 10% do volume total de biodiesel 
produzido (Easterling et al., 2009), o qual apresenta baixo valor econômico e impurezas 
inerentes do processo, tanto da matéria lipídica utilizada, como do catalisador e álcool 
empregados na reação. Este coproduto contém geralmente em torno de 50 a 80% de pureza 
e pode apresentar composição variada de acordo com o tipo de óleo utilizado no processo, 
na maioria, estão presentes cálcio, potássio, magnésio, fósforo, enxofre, sódio, resquícios 
de metanol e ácidos graxos livres (Thompson e He, 2006).  
 Por outro lado, a purificação do glicerol a níveis aceitáveis para utilização na 
indústria, envolve custos em procedimentos físico-químicos para a remoção, 
principalmente, de K
+
 e Na
+
 utilizados como catalisadores (Yong et al., 2001). Estes 
tratamentos de purificação apresentam custos elevados principalmente para pequenos e 
médios produtores nacionais de biodiesel. Mesmo com as possíveis aplicações do glicerol 
na indústria, a quantidade gerada deste produto pode extrapolar a necessidade industrial. 
Sendo assim, maior quantidade de efluentes contendo glicerol poderá ser descartada no 
meio ambiente sem nenhum tratamento, aumentando consequentemente os problemas e 
riscos ambientais devido ao acúmulo deste coproduto (Rivaldi et al., 2008). Não há 
legislação específica no Brasil para o descarte do glicerol, sendo as duas formas de descarte 
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possíveis: a queima ou despejo nos rios. Parte do glicerol gerado nas plantas de biodiesel 
brasileiras é queimado para geração de energia calorífica em unidades industriais (Albarelli 
et al., 2011).  
 Por outro lado, as impurezas do glicerol bruto apresentam elementos que podem ser 
utilizados em cultivos de micro-organismos como substrato para a conversão em diversos 
compostos industrialmente desejáveis. Existe grande interesse no aproveitamento direto do 
glicerol bruto, sem tratamento, viabilizando o processo de produção de biodiesel, 
permitindo que este se torne competitivo no crescente mercado de biocombustíveis (Rivaldi 
et al., 2008; Thompson e He, 2006).  
O emprego do glicerol bruto no cultivo de micro-organismos para a produção de 
lipídeos é uma alternativa viável e promissora para aproveitamento deste coproduto. 
Ratledge e Wynn (2002), reportam que o rendimento máximo teórico de glicerol em 
lipídeos é de 0,3 (g lipídeo por g de glicerol consumido). O glicerol é assimilado por 
bactérias e leveduras sob condições aeróbicas e anaeróbicas para diferentes fins. Ao 
atravessar a membrana plasmática por transporte ativo ou passivo, o glicerol pode ser 
catabolizado por várias rotas metabólicas independentes, gerando produtos de considerável 
valor agregado, como: ácidos succínico e propiônico, bioetanol, biohidrogênio, 
biossurfactantes, ácido cítrico, lipídeos, 1,3 propanodiol e 1,2 propanodiol (Rivaldi et al., 
2008). Na literatura é possível encontrar diversas aplicações para o glicerol bruto em 
cultivos de diferentes micro-organismos. Este coproduto industrial foi utilizado como fonte 
de carbono na produção lipídeos pela levedura Yarrowia lipolytica QU21 (33% de 
conteúdo de lipídeos m/m) (Poli et al., 2014), Yarrowia lipolytica TISTR 5151 (64% m/m) 
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(Cheirsilp e Louhasakul, 2013), Candida freyschussii ATCC 18737 (33% m/m) (Raimondi 
et al., 2014). 
 Muitas leveduras são capazes de crescer e metabolizar o glicerol como fonte de 
carbono. Uma vez que o glicerol é assimilado no interior da célula, numerosos compostos 
são produzidos como consequência do seu metabolismo. O glicerol pode ser dissimilado 
via glicerol-3-fosfato ou dihidroxiacetona. Pela primeira via o glicerol é dissimilado pela 
glicerol-quinase, formando glicerol-3-fosfato que pode ser usado como precursor para a 
biossíntese lipídica ou para a conversão à fosfato de dihidroxiacetona o qual pode ser 
transformado em gliceraldeído-3-fosfato pela triose-fosfato-isomerase na via central do 
metabolismo ou pode servir como substrato para a síntese de outros metabólitos. Algumas 
leveduras metabolizam o glicerol via dihidroxiacetona, onde inicialmente o glicerol é 
oxidado a dihidroxiacetona pela glicerol-dehidrogenase e então fosforilado a fosfato de 
dihidroxiacetona pela dihidroxiacetona-quinase (Wang et al., 2001). 
 
2.1.4 Parâmetros de cultivo no acúmulo lipídico 
 
A seleção do substrato depende do micro-organismo utilizado para a produção de 
óleo microbiano e pode influenciar significativamente no crescimento celular e acúmulo 
lipídico. Além disso, o perfil de ácidos graxos do óleo microbiano é influenciado pela 
escolha do substrato, mas também pelas condições de cultivo como temperatura, pH, 
agitação e aeração, entre outros. Por esta razão, é importante estudar e conhecer o efeito dos 
parâmetros de cultivo, que podem influenciar tanto na quantidade como na qualidade do 
óleo, de acordo com o destino final deste material lipídico seja para cosmética ou setor 
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alimentício, como fonte de ácidos graxos essenciais ou para a produção de biodiesel (Leiva-
Candia et al., 2014).  
 Lipídeos microbianos podem apresentar altas taxas de crescimento e produtividade 
de biomassa e lipídeos competindo inclusive com a produtividade de matérias primas 
agrícolas oleaginosas (Chang et al., 2013). De acordo com a espécie do micro-organismo, 
fonte de carbono disponibilizada, relação C/N e demais condições do cultivo, pode haver 
ampla variação no perfil de ácidos graxos, visto que estas variáveis desempenham 
importante papel no conteúdo e composição lipídica (Dey et al., 2011; Easterling et al., 
2009). Além disso, a origem do glicerol bruto (matéria prima utilizada na produção do 
biodiesel) utilizado no cultivo, e inclusive o tipo de catalisador empregado na reação, pode 
influenciar com diferentes respostas metabólicas entre os micro-organismos oleaginosos 
(Leiva-Candia et al., 2014). 
 
2.1.5 Recuperação de lipídeos microbianos 
2.1.5.1 Ruptura da parede celular  
 
Os glóbulos lipídicos são acumulados intracelularmente em células de leveduras que 
são circundadas por uma membrana rígida e resistente, que limita o isolamento deste 
material interno. Para que esta limitação seja superada é preciso empregar técnicas de 
ruptura nas células microbianas, para tornar o produto intracelular desejado disponível ao 
processo de extração (Michelon et al., 2012; Hegel et al., 2011). As técnicas de ruptura 
utilizadas, assim como o processo de extração, influenciam na recuperação e qualidade dos 
lipídeos. Cada método de ruptura apresenta vantagens e desvantagens, sendo assim a 
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escolha do melhor método deve levar em consideração a possibilidade de ampliação de 
escala, segurança e viabilidade econômica para aplicação comercial (Viswanathan et al., 
2012).  
As técnicas de ruptura celular podem ser classificadas de acordo com a maneira que 
atingem as células dos micro-organismos (leveduras, bactérias, microalgas) em mecânicos e 
não mecânicos. Métodos mecânicos incluem, por exemplo, homogeneização a alta pressão, 
ultrassom, maceração por abrasão e liofilização, enquanto os métodos não mecânicos 
incluem hidrólise das células por ácidos, bases, enzimas ou choques osmóticos. Embora 
existam várias técnicas disponíveis na literatura para ruptura celular, apenas algumas delas 
são aplicáveis em grande escala. Os métodos mecânicos são os mais difundidos na 
indústria, no entanto procedimentos enzimáticos e químicos tem despertado interesse 
(Steriti et al., 2014; Viswanathan et al., 2012). 
A técnica de rompimento celular de micro-organismos por homogeneização a alta 
pressão (HPH) tem-se mostrado promissora, uma vez que é eficaz em ambientes aquosos e 
pode ter sua escala facilmente ampliada. Este processo de rompimento celular utiliza a 
força de cisalhamento hidráulico gerado quando a solução é pulverizada sob alta pressão 
através de um tubo estreito. Esta técnica é comumente utilizada para a extração de 
compostos intracelulares de micro-organismos e na esterilização. Apresenta vantagens 
como baixa geração de calor, baixo risco de degradação térmica, não apresenta volume 
morto no reator e apresenta fácil ampliação de escala (Kim et al., 2013a). Alguns autores 
utilizaram esta técnica para aumentar a recuperação de lipídeos a partir de biomassa de 
micro-organismos (Callejón et al., 2014; Halim et al., 2013; Olmstead et al., 2013; Cho et 
al., 2012). 
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A técnica que emprega ultrassom também é bastante utilizada para ruptura das 
células (Halim et al., 2013; Gerde et al., 2012) e é capaz de romper as células em  meio 
aquoso e temperaturas relativamente baixas, quando comparado com outras técnicas, 
levando à menor desnaturação de possíveis materiais termicamente instáveis. Além disso, 
dispositivos ultrassônicos podem ser dimensionados e operados continuamente (Harrison, 
1991). Halim et al. (2013), ao estudar as duas técnicas de rupturas mencionadas verificaram 
que e ruptura das células de microalgas Tetraselmis suecica e Chlorococcum sp. aumentou 
o rendimento de lipídeos extraídos e que apesar da técnica de HPH ter rompido mais 
rapidamente as células, o rendimento de lipídeos extraídos foi mais baixo em comparação 
com ultrassom. 
A técnica de maceração por abrasão é bastante empregada e pode ser associada a 
outros fatores físicos ou químicos para melhorar a eficiência da ruptura (Michelon et al., 
2012). A hidrólise hidrotérmica da biomassa (em autoclaves) também é uma técnica que 
pode ser empregada, pois a combinação de pressão e temperatura pode promover uma 
eficiente ruptura celular (Xiao et al., 2009). Os métodos mecânicos rompem diretamente as 
células por meio de força física, e a sua maior vantagem é que estes métodos podem ser 
aplicados à biomassa, independentemente da sua espécie. Além disso, há menos riscos de 
degradação dos produtos alvo durante o processo do rompimento celular (Kim et al., 
2013a). 
Por outro lado, existem os vários agentes químicos utilizados para promover a 
ruptura das células, incluindo acetona, metanol, dimetilsulfóxido (DMSO), ácido clorídrico 
(HCl), além de ácidos orgânicos. O HCl mostrou-se promissor em diversos trabalhos e 
quando empregado na concentração de 4N levou à recuperação de 94% do total de 
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astaxantina extraída da biomassa. Porém, apesar de mostrar bom desempenho na ruptura 
celular, os tratamentos químicos, apresentam algumas desvantagens, pois ácidos e álcalis 
podem corroer a superfície de reatores e são potencialmente tóxicos. Além disso, exigem 
tratamentos adequados no final da reação, o que aumenta o custo e adiciona mais uma etapa 
ao processo. Os produtos químicos também podem reagir com o produto alvo. Portanto, os 
métodos mecânicos apresentam vantagens e podem reduzir a utilização de agentes 
químicos (Kim et al., 2013a). 
 
2.1.5.2 Extração supercrítica na recuperação de lipídeos microbianos 
 
A produção de lipídeos microbianos inclui diversas etapas desde o cultivo do micro-
organismo, recuperação da biomassa e extração dos lipídeos. A principal etapa de 
recuperação do material lipídico intracelular consiste na sua extração. Métodos de extração 
líquido-líquido são normalmente os mais empregados para a extração de lipídeos de origem 
microbiana e exigem grande quantidade de solvente orgânico, geralmente clorofórmio, 
metanol, hexano, isopropanol (Ruan et al., 2012; Zhang  et al., 2014). Porém, apesar de 
eficientes, estes solventes são potencialmente tóxicos, gerando resíduos que exigem 
tratamento. Por essas razões, os novos métodos de extração são alvos de estudos na busca 
por processos seguros e que ainda assim sejam eficientes.  
Alguns grupos de pesquisa têm reportado a utilização de solventes menos tóxicos, 
como líquidos iônicos e dióxido de carbono (CO2) supercrítico em substituição aos 
solventes tradicionais (Kim et al., 2013b). O desenvolvimento de tecnologias eficientes de 
extração é importante para estar de acordo com regulamentações sobre resíduos de 
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solventes químicos tóxicos e controle da poluição, além de gerar menores preocupações na 
manipulação dos solventes durante o processo, e ainda, ser eficiente na demanda por 
produtos de maior qualidade, ou seja, técnicas mais seletivas (Boye e Arcand, 2012).  
A tecnologia de extração com fluido supercrítico (supercritical fluid extraction – 
SFE) surgiu como alternativa frente aos métodos tradicionais, para a extração e 
fracionamento de compostos ativos. O ponto crítico (PC) de cada substância é caracterizado 
por sua temperatura, pressão e volume críticos. Abaixo deste ponto a substância pode 
existir nos estados líquido, sólido ou vapor e acima deste ponto o composto existe somente 
no estado de agregação supercrítico (conforme Figura 2.1). As características que a 
substância apresenta quando encontra-se no estado supercrítico possibilita a extração de 
compostos presentes em matrizes sólidas (Sandler, 2006; Brunner, 1994).   
Entre os fluidos mais utilizados nesta técnica de extração está o CO2, que é um 
solvente alternativo com potencial para a extração de lipídeos, devido ao seu ponto crítico 
correspondente a 31,1°C e 73,8 bar, ideal para a extração de substâncias termicamente 
lábeis ou quimicamente instáveis. As vantagens deste processo de extração utilizando CO2 
são: baixo custo, atoxicidade, não ser inflamável, inerte e apresentar boa capacidade de 
extração devido à alta solubilidade. Sendo assim, é um solvente promissor para a 
substituição de solventes orgânicos tóxicos utilizados em processos de extração (Walker et 
al., 1999). 
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Figura 2.1 Diagrama de fases para uma substância pura. Adaptado de Brunner,  (2005). 
 
No diagrama de fases apresentado na Figura 2.1, a curva representa a pressão e 
temperatura onde dois estados de agregação coexistem, sendo que no ponto triplo (PT) as 
três fases coexistem. A linha de coexistência entre gás e líquido é chamada de curva de 
saturação líquido-gás. Percorrendo tal linha, chega-se ao ponto crítico (PC) onde as 
densidades das fases líquida e gasosa se igualam, não sendo possível diferenciar o estado de 
agregação líquido ou gás (Sandler, 2006). 
Tendo o conhecimento de que a extração lipídica de leveduras exige a ruptura 
celular prévia, pode-se considerar que a matriz exposta a extração por CO2 supercrítico, 
biomassa de levedura, por exemplo, pode ser submetida a uma técnica de ruptura celular 
antes ou durante a extração. O alto grau de fragmentação da célula torna o lipídeo 
intracelular mais disponível para o contato com a fase de CO2. Sendo assim, quando os 
lipídeos de mais fácil acesso presentes na superfície são extraídos, os lipídeos intracelulares 
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podem em seguida difundir lentamente através desta barreira para a fase de solvente 
(Walker et al., 1999).  
O mecanismo de extração com solvente, assistido por ultrassom, promove cavitação 
e a formação de bolhas microscópicas. Uma vez que a cavitação pode criar uma grande 
energia, o processo envolve a transferência de massa e a penetração do solvente na célula. 
A utilização de ultrassom assistido aumenta a energia do processo e a taxa de difusão do 
sistema, de modo que o processo torna-se mais eficiente e ainda pode promover a ruptura 
da célula (Chemat et al., 2004).  
Além de todas as vantagens da utilização desta técnica ela possibilita a extração de 
maior quantidade de lipídeos saponificáveis da amostra de biomassa, o que é desejável 
quando o objetivo é a produção de biodiesel. As desvantagens da utilização de CO2 
supercrítico são relacionadas com o alto custo de sistemas de pressurização e 
desenvolvimentos de tecnologias para a execução de processos contínuos (Walker et al., 
1999).  
 
2.1.6 Características do óleo microbiano na predição da qualidade do biodiesel 
 
Os componentes lipídicos podem ser geralmente classificados em neutros ou 
polares, com base na polaridade do grupo da cabeça molecular. Lipídeos neutros 
compreendem os lipídeos saponificáveis tais como acilgliceróis e ácidos graxos livres e 
lipídeos não saponificáveis, como hidrocarbonetos, esteróis, ceras e pigmentos 
(carotenóides). Lipídeos polares podem ser classificados em fosfolipídeos e glicolipídeos 
(ambos também saponificáveis porque contêm ácidos graxos). Os óleos microbianos são 
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qualitativamente e quantitativamente mais complexos que os óleos vegetais, pois são ricos 
em lipídeos insaponificáveis (ceras, hidrocarbonetos, esteróis, pigmentos) os quais são 
solúveis em solventes orgânicos, mas não são convertidos em FAMEs (Callejón et al., 
2014).  
A fração lipídica de lipídeos neutros saponificáveis (triacilgliceróis, diacilgliceróis, 
monoacilgliceróis, e ácidos graxos livres) extraídos de micro-organismos são mais 
importantes que os lipídeos polares quando o objetivo é a produção de biodiesel porque o 
primeiro geralmente tem um menor grau de insaturação. Por esta razão, o biodiesel 
produzido a partir de lipídeos neutros saponificáveis tem uma maior estabilidade à oxidação 
(Knothe, 2005). Por isso é importante conhecer a composição do material lipídico quanto 
aos componentes saponificáveis a fim de verificar sua potencialidade na aplicação como 
matéria prima para a síntese de biodiesel. Este biocombustível pode ser usado em 
substituição ao óleo diesel por ser perfeitamente miscível ao diesel e por ter grande parte 
das suas características similares às do óleo derivado do petróleo. Por isso muitos aspectos 
precisam ser estudados em função do biodiesel produzido por micro-organismos, visando 
melhorar a qualidade do biodiesel, bem como se adequar às normas e especificações 
exigidas por lei (Duarte et al., 2014).  
 A qualidade do biodiesel produzido é um fator importante a ser avaliado, pois irá 
influenciar no desempenho dos motores a diesel. A especificação de um combustível para 
uso comercial é considerada uma etapa essencial para sua adequada introdução no mercado, 
pois deve ser compatível com interesses entre produtores do combustível, fabricantes de 
motores e de sistemas associados, além de órgãos ambientais, dentro de limites 
tecnológicos e econômicos. No Brasil, a especificação do biodiesel a ser comercializado 
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pelos diversos agentes econômicos autorizados em todo o território nacional é regida pela 
Resolução Nº 7 da ANP (2008) que utilizou as normas europeias (EN 14214) e americanas 
(ASTM 6751) para elaborar as normas do biodiesel brasileiro (Chang et al., 2013).  
As propriedades dos vários ésteres de ácidos graxos individuais que compõem o 
biodiesel irão determinar as propriedades globais de combustível, por isso é importante 
possuir dados sobre a forma como os diversos perfis de ácidos graxos das diferentes fontes 
podem influenciar as propriedades do biodiesel. Entre as características estruturais de uma 
molécula de ácido graxo que influenciam nas propriedades físicas e combustíveis do 
biodiesel estão: o comprimento da cadeia, grau de insaturação e ramificação da cadeia 
(Knothe, 2005). 
Entre as propriedades do combustível que são influenciadas pelas características 
estruturais dos vários ésteres de ácidos graxos estão o índice de cetano (qualidade de 
ignição), calor de combustão, propriedades de fluxo a frio, estabilidade oxidativa, 
densidade, viscosidade cinemática e lubricidade. Nem todas estas propriedades foram 
incluídas como especificações padrões da qualidade do biodiesel, ainda que todas elas 
sejam essenciais para o bom funcionamento do combustível. Além da cadeia de ácido graxo 
do éster, o álcool utilizado também pode contribuir para a propriedade geral de um éster 
graxo e, vale por isso, considerar as propriedades transmitidas quando etanol é empregado 
na produção de biodiesel, ou seja, na formação de etil éster de ácidos graxos (FAAE) 
(Knothe, 2005). 
O número cetano (NC) é o parâmetro mais importante entre as propriedades para a 
predição de qualidade do biodiesel. Diretamente relacionado com a qualidade de queima do 
combustível, o número de cetano é um valor adimensional indicador da qualidade de 
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ignição para o diesel assim como número de octano é usado para a gasolina. O NC de um 
combustível diesel está relacionado com o tempo de atraso de ignição, ou seja, o tempo que 
passa entre a injeção de combustível para dentro do cilíndro e do início da ignição. Alguns 
autores destacam a interdependência entre número de cetano e o grau de instauração. O 
número de cetano diminui a medida que o número de insaturações aumenta, ou seja, 
conforme a composição torna-se mais rica em ácidos linoléico e/ou linolênico, por outro 
lado, os ésteres altamente saturados apresentam os maiores valores de número de cetano. 
Outros estudos mostraram que o NC aumenta com o aumento do comprimento da cadeia e 
diminuições de ramificações. Os ésteres metílicos (EM) dos ácidos graxos esteárico 
(C18:0), tem um maior valor de NC que os EM do palmítico (C16:0) que por sua vez tem 
maior NC que o EM do ácido mirístico (C14:0), porém sabendo-se que o biodiesel é uma 
mistura de vários ésteres de ácidos graxos, essa correlação de comprimento da cadeia 
enfraquece consideravelmente nos FAMEs finais (Pratas et al., 2011; Gopinath et al., 2009; 
Knothe, 2005). 
Diferentes modelos para o número de cetano têm sido estudados para predizer a 
qualidade do biodiesel com base no perfil de ácidos graxos obtidos na síntese do 
combustível (Gopinath et al., 2009). A determinação das propriedades da qualidade do 
biodiesel por procedimento experimental pode ser um processo caro e demorado, por isso 
estudos baseados no efeito do perfil de ácidos graxos na qualidade são necessários para 
reduzir os custos e tempo de análise e têm sido desenvolvidos por vários grupos de 
pesquisa (Pratas et al., 2011; Gopinath et al., 2009; Pereyra-Irujo et al., 2009; Ramos et al., 
2009; Knothe, 2005). 
Capítulo II 
________________________________________________________________________________ 
32 
 
Estudos têm mostrado que o aumento no comprimento da cadeia e diminuição na 
instauração dos FAMEs aumenta o poder calorífico, número de cetano e estabilidade à 
oxidação. Por outro lado, cadeias menores e maiores insaturações dos FAMEs aumentam a 
viscosidade e as características de fluxo a baixa temperatura. Por essa razão é 
intrinsicamente difícil otimizar todos esses parâmetros no mesmo perfil de ácidos graxos. 
Óleos com alta quantidade de ácido oléico podem ser mais indicados para aplicação em 
biodiesel devido a este ácido graxo apresentar uma mescla de valores mais adequados para 
as diferentes propriedades de qualidade do biodiesel (Knothe, 2005). 
A propriedade massa específica ou densidade de um combustível fornece 
importantes informações a respeito do desempenho do combustível no motor. A densidade 
do biodiesel é ligeiramente superior à do óleo diesel convencional, assim para os motores a 
ignição por compressão (motores diesel), como a bomba injetora alimenta o motor com 
volumes constantes, a variação da densidade promove alteração da massa de combustível 
injetada. Deste modo, valores de densidade maiores do que a adequada pode elevar a 
proporção da mistura combustível/ar, o que aumenta a emissão de poluentes como 
hidrocarbonetos, monóxidos de carbono e material particulado. Valores baixos de 
densidade podem favorecer a formação de mistura pobre de combustível/ar, levando a 
perda de potência do motor e consequentemente aumento de consumo de combustível 
(Folkenin, 2008). Dados experimentais mostraram que a densidade do biodiesel diminui 
com o aumento de temperatura e com o nível de instauração dos FAMEs (Pratas et al., 
2011). 
A adequação do biodiesel de micro-organismo como combustível pode ser afetada 
pelas características individuais dos FAMEs, que são principalmente determinadas pela 
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estrutura dos ácidos graxos presentes que vão influenciar nas propriedades de qualidade do 
biodiesel (Dey et al., 2011). Wahlen et al., (2013) estudaram a performance de três tipos de 
óleos microbianos produzidos a partir de uma microalga (Chaetoceros gracilis), uma 
levedura (Cryptococcus curvatus), uma bactéria (Rhodococcus densos), como potenciais 
substitutos renováveis para o diesel de petróleo quanto a algumas características de 
desempenho do motor do biodiesel em um motor diesel, comparando o desempenho de 
combustível para diesel de petróleo e biodiesel a partir da soja. Os resultados indicaram 
algumas diferenças quanto a composição de ácidos graxos e consequentemente nos FAMEs 
formados, porém todas as fontes de óleo foram consideradas possíveis de serem aplicadas 
como matéria prima através de aprimoramento das etapas que envolvem desde o processo 
de cultivo dos micro-organismos até a sua recuperação. 
 
2.1.7 Síntese de biodiesel 
 
A reação mais usual de transformação de óleo em biodiesel é a transesterificação de 
triacilgliceróis com um álcool de acordo com a Equação da Figura 2.2, na presença de 
catalisador, formando monoalquil ésteres de ácidos graxos de cadeia longa na reação com 
álcoois de cadeia curta, por exemplo, metil ésteres de ácidos graxos (FAMEs) quando reage 
com metanol, ou etil ésteres de ácidos graxos (FAAEs) quando reage com etanol. Cada mol 
de triacilglicerol é transesterificado com 3 moles de álcool para produzir 3 moles de 
FAMEs e 1 mol de glicerol como coproduto (Lee et al., 2013). Deste processo resulta um 
óleo mais fino e menos viscoso, capaz de ser utilizado como combustível (Chang et al., 
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2013) e como principal coproduto são geradas grandes quantidades de glicerol bruto 
(Borschiver, 2006). 
 
Figura 2.2 Reação de transesterificação para a formação de biodiesel  
 
A reação de transesterificação é representada pela Equação 1 (geral). A reação 
ocorre em três etapas consecutivas: na primeira etapa (Equação 2) ocorre a transferência de 
um ácido graxo do triacilglicerol para o álcool de cadeia curta formando diacilglicerol 
(DAG) e FAMEs ou FAAEs. Na segunda etapa (Equação 3), forma um monoacilglicerol 
(MAG) e alquil ésteres de ácidos graxos são formados pela transferência de um FA de 
DAG para o álcool. Finalmente, na terceira etapa (Equação 4) o alquil éster de ácido graxo 
e glicerol são formados pela transferência de um FA de MAG ao álcool (Brusamarelo et al., 
2010). 
 
                                             TAG + 3 OH → 3 FAE + glicerol                                           (1) 
                                        TAG + OH → DAG + FAME ou FAAE                                     (2) 
                                        DAG + OH → MAG + FAME ou FAAE                                    (3) 
                                   MAG + OH → FAME ou FAAE + GLICEROL                              (4) 
 
O processo mais comum e mais utilizado industrialmente para obtenção de biodiesel 
ainda é a transesterificação, porém outra opção à formação de FAMEs é a partir de ácidos 
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graxos livres que possam estar presentes no material lipídico (muito frequentes em lipídeos 
microbianos) que podem reagir com o álcool presente no meio reacional. Esta reação é 
chamada de esterificação. O metanol é o álcool mais utilizado industrialmente para a 
produção de biodiesel devido ao seu alto rendimento e baixo custo, porém é potencialmente 
tóxico. Por outro lado, o etanol é preferido porque é considerado renovável, pois é obtido 
de produtos agrícolas sendo ambientalmente mais correto quando comparado ao metanol 
(Akoh et al., 2007). A síntese de biodiesel a partir de óleo microbiano ainda é pouco 
explorada e a maioria dos estudos ainda são mais focados para o óleo de microalgas 
(Callejón et al., 2014; Xu et al., 2014; Tran et al., 2013). 
 
2.1.8 Catalisadores 
 
A reação de síntese de biodiesel ocorre apenas na presença de catalisador da reação, 
em que diversos sistemas catalíticos podem ser empregados (Marchetti et al., 2007). A rota 
tecnológica mais utilizada para a produção do biodiesel tem sido a catálise alcalina 
homogênea por apresentar maior rendimento de reação, porém neste método convencional 
a remoção destes catalisadores do produto final requer uma grande quantidade de água de 
lavagem, além disso, o emprego de hidróxido de sódio e potássio exige matéria prima de 
baixa acidez para evitar a formação de sabão. O catalisador ácido é mais lento, podendo 
levar à formação de subprodutos indesejáveis de difícil separação (Robles-Medina et al., 
2009; Fukuda et al., 2001).  
 Enzimas lipolíticas (biocatalisadores) vêm sendo estudadas como uma opção de 
catalisador para aplicação na síntese de biodiesel, por serem estáveis às condições de reação 
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e serem favoráveis em termos ambientais e ainda exigirem condições brandas de reação 
(Lee et al., 2013). Além disso, as lipases são catalisadores que competem com ácidos e 
bases, por serem eficientemente aplicáveis em uma grande variedade de substratos para a 
síntese enzimática de biodiesel, inclusive material de baixa qualidade (alto teor de ácidos 
graxos livres), o que significa a possibilidade de utilização de óleos não comestíveis para o 
processo de produção do biodiesel (Brusamarelo et al., 2010). A principal vantagem do 
processo enzimático é que os ácidos graxos livres podem ser eficientemente transformados 
em biodiesel, e o glicerol recuperado com qualidade. Estas enzimas são capazes de catalisar 
reações de hidrólise, esterificação e transesterificação (Gog et al., 2012; Nielsen et al., 
2008).  
Lipases (triacilglicerol éster hidrolase, E C 3.1.1.3), abrangem um grupo de enzimas 
hidrolíticas que atuam tanto em meio aquoso (hidrólise de óleos e gorduras, com a 
liberação de ácidos graxos, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol) como em meio 
orgânico (esterificação e transesterificação em meios com teor de água restrito). As lipases 
apresentam um mecanismo de atuação característico; seu sítio ativo é formado por uma 
tríade catalítica constituída pelos aminoácidos serina, ácido aspártico (ou glutâmico) e 
histidina, os quais também são encontrados em serina proteases. Entre as razões para o 
enorme potencial biotecnológico de lipases microbianas incluem-se o fato de elas serem 
estáveis em solventes orgânicos, não necessitarem de cofatores, possuírem uma grande 
especificidade de substrato e exibirem uma alta enantiosseletividade (Jaeger e Reetz, 1998). 
As lipases apresentam o fenômeno de atividade interfacial o que lhe confere poder 
catalítico em presença de interface lipídeo-água. A explicação para este comportamento é 
que as lipases apresentam uma tampa que cobre o seu centro catalítico, estrutura esta 
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presente na maioria das lipases, e quando em presença de interfaces esta tampa se abre 
modificando a configuração da lipase de fechada para aberta, deixando o sítio ativo 
acessível e expondo sua grande superfície hidrofóbica a qual facilita a união da lipase à 
interface (Jaeger e Reetz, 1998). Algumas características de enzimas naturais podem ser 
melhoradas através de modificações genéticas, dentre as quais o aumento no intervalo de 
temperatura de reação, estabilidade durante utilização industrial, por exemplo, devido à 
degradação natural das enzimas. Além disso, as reações de conversão catalisadas por 
lipases requerem fácil ligamento e desligamento da enzima nos sítios ativos dos substratos, 
sendo que a taxa de reação normalmente é controlada pela acessibilidade aos centros 
catalíticos. Baixas taxas de reação são geralmente observadas em processos catalisados por 
lipases. O aumento da velocidade de reação é, portanto, essencial para o sucesso de lipases 
industriais. A maioria das lipases naturais tem evoluído para atingir um tipo específico de 
substrato com comprimentos de cadeia definidos, ao passo que para os processos industriais 
a adaptabilidade a várias matérias primas com composições distintas é desejável. Para ser 
comercialmente competitiva, uma lipase natural tem de ser redesenhada para possuir 
características desejáveis em todos os aspectos mencionados (Moltalbán, 2012). 
O alto custo das lipases e a taxa de reação relativamente lenta são os principais 
obstáculos para a produção enzimática de biodiesel frente aos processos químicos 
convencionais. A imobilização enzimática é empregada na maioria dos casos, pois facilita a 
separação e purificação do biodiesel após a transesterificação. Em solução, moléculas de 
enzimas solúveis comportam-se como qualquer outro soluto, sendo facilmente dispersas em 
solução e possuindo total liberdade de movimento. Imobilização enzimática é uma técnica 
especificamente desenvolvida para restringir fortemente a liberdade de movimento de uma 
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enzima, com retenção de sua atividade catalítica. Com isso, os biocatalisadores podem ser 
utilizados repetidamente em bioprocessos que utilizam diferentes configurações de reatores 
(bateladas, semicontínuos ou contínuos). Além de proporcionar maior estabilidade à 
enzima, a possibilidade de reutilização da enzima é essencial do ponto de vista econômico. 
A escolha de uma metodologia adequada de imobilização onde se obtenha um derivado 
imobilizado altamente estável, ativo e seletivo e que permita sua reutilização, é uma das 
principais chaves para a aplicação de enzimas a nível industrial (Robles-Medina et al., 
2009). 
Devido ao alto custo e baixa estabilidade das enzimas, para sua viabilidade para 
aplicação em processos industriais, é necessário algumas estratégias para aumentar sua 
estabilidade além de possibilitar sua reutilização. Neste sentido a imobilização da enzima 
em suportes sólidos é a alternativa para o emprego destes biocatalisadores industrialmente. 
Dentre os métodos de imobilização enzimática a técnica de adsorção é a mais simples e está 
baseada em uma interação por atração hidrofóbica, outra vantagem é que nesta técnica de 
imobilização a enzima fica adsorvida na sua conformação aberta, podendo-se obter 
derivados com atividades superiores (Mateo et al., 2007). Segundo a literatura as lipases 
são fortemente adsorvidas em interfaces hidrofóbicas, e por essa razão essas interações têm 
se tornado o método mais tradicional para imobilização de lipases e escolha de diferentes 
suportes (Liu et al., 2012). 
A maioria das lipases produzidas por micro-organismos são extracelulares e 
produzidas por Mucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida antarctica e Pseudomonas 
cepacia. Muitas são purificadas e comercializadas na forma livre e imobilizada e destinadas 
para substratos definidos, de acordo com sua regioseletividade. De acordo com a literatura 
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a reação de catálise enzimática para produção de biodiesel é principalmente influenciada 
pela temperatura, agitação, conteúdo de água e razão metanol/óleo, sendo estas as 
principais variáveis que devem ser estudadas durante a reação de síntese de biodiesel (Gog 
et al., 2012).  
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ABSTRACT 
The quality of biodiesel from lipids produced by the yeast Candida sp. LEB-M3 was 
predicted by the use of mathematical models for parameters that specify quality as a 
function of the fatty acid profile. The lipid production was studied according to the 
Experimental Design methodology, for different cultivation conditions for agitation and 
aeration. Lipidic compositions were affected by the cultivation conditions and the agitation 
presented a positive effect for the formation of monounsaturated fatty acids and negative 
effect for saturated fatty acids. Aeration had a positive effect on the formation of 
polyunsaturated fatty acids. According to the predictions by the mathematical models, the 
cetane number varied from 61-67, the oxidative stability from 11-17 hours, the iodine index 
from 55-75 gI2/100g, density from 852-868 Kg/m
3
. All cultivation conditions led to lipid 
compositions, whose predicted bioparameter values indicate that biodiesel from this lipid 
source should present current standard quality.  
Keywords: yeast, aeration, agitation, biodiesel, parameters prediction.  
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3.1 INTRODUCTION 
 
Political policies incentivizing biodiesel consumption have resulted in increased 
production of this biofuel, which arose from the need to replace exhaustible fossil fuel 
energy sources (Ayoub and Abdullah, 2012). Biodiesel represents an environmentally safe 
alternative fuel and its main raw material is vegetable oil. However, the production of large 
quantities of vegetable oil requires large areas of arable land, increasing the competition for 
space with other food crops. In this context it is important to search for alternative sources 
of lipid materials for biodiesel production (Saenge et al., 2011; Marchetti et al., 2007). 
Most microorganisms are able to synthesize fatty acids as precursors of essential 
cell components at high synthesis rates (Liu et al., 2013). Lipids produced by yeasts are 
potential alternative feedstock for biodiesel production. Oleaginous yeasts present the 
ability to accumulate more than 20% of their biomass into lipids formed mainly of 
triacylglycerols that have fatty acid compositions similar to those present in vegetable oils 
(Ratledge, 2005), and therefore can be used in the transesterification reaction to 
synthesizing a mixture of fatty acid methyl esters (FAMEs), commercially known as 
biodiesel. 
The increased availability and reduced cost of crude glycerol, the main co-product 
of biodiesel, resulting from the growing production of this biofuel has attracted the 
attention of researchers. Several studies have focused on adding value to this co-product by 
using it as a substrate for microbial cultures in biotechnological processes (Kitcha and 
Cheirsilp, 2013; Duarte et al., 2013a, 2013b; Silva et al., 2009). Lipid accumulation by 
yeasts occurs in high concentrations of the carbon source, besides a certain amount of 
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nitrogen is required to maintain metabolic activity of the microorganism (Ratledge, 2005). 
Inexpensive and renewable sources of these compounds, such as some agro-industrial 
byproducts, are alternatives that may also provide other important nutrients for cultivation 
of microorganisms. 
Among the parameters evaluated in the microbial production of lipids, it is 
important to consider not only the total quantity of lipids accumulated, but also the quality 
of the fatty acids synthesized during cultivation. In accordance with the microorganism 
species, carbon source, carbon/nitrogen ratio (C/N) and other cultivation conditions, 
variations in the type of fatty acids generated may occur, since these variables play an 
important role in lipid content and composition, which thus have an influence on the 
biodiesel produced (Dey et al., 2011; Easterling et al., 2009). The suitability of 
microorganism-based biodiesel for application as a fuel must follow certain requirements, 
as with traditional biodiesel, and must comply with the specifications of some parameters 
stipulated by current standards. These parameters may be influenced by the individual 
characteristics of fatty acid methyl esters (FAME), according to the structure of the 
constituent fatty acids. When the fatty acids have little or no unsaturation, for example 
C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 and C18:3, they are suitable for the production of biodiesel; on 
the other hand, when rich in polyunsaturated fatty acids with four or more unsaturations, 
they become limiting due to their susceptibility to oxidation (Dey et al., 2011; Gopinath et 
al., 2009). 
In Brazil, the specification of biodiesel marketed by many authorized economic 
agents throughout the country is governed by Resolution No. 7 of the ANP (2008) which is 
based on European (MS 14214) and American standards (ASTM D6751). Therefore, it is 
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important to know how the various fatty acid profiles of different oil sources can influence 
the overall properties of the fuel. Ester chain length, degree of unsaturation and branching 
are the main characteristics which contribute to determining the quality of biodiesel. The 
objective of this study was to cultivate the yeast Candida sp. LEB-M3 using co-products as 
sources of carbon and nitrogen as well as different culture conditions to assess the 
production and profile of lipids and predict and assess the main quality parameters of 
biodiesel. 
 
3.2 MATERIAL AND METHODS 
3.2.1 Co-products  
 
Crude glycerol was obtained from the transesterification of a mixture containing: 
80% soybean oil, 15% beef fat and 5% cottonseed oil with methanol, without previous 
treatment, kindly provided by Granol Anapolis company - GO, with 80% purity. Corn steep 
liquor (CSW) was provided by Corn Products, Mogi Guaçu - SP and yeast hydrolyzate by 
Prodesa S.A., Campinas - SP. The elemental composition of the co-products was obtained 
in duplicate using a CHN elemental analyzer (Perkin Elmer - Series II 2400) (%): glycerol 
(C: 32, N<0.5); CSW (C: 35, N: 7.2); yeast hydrolyzate (C: 38, N: 6.6). 
 
3.2.2 Microorganism 
 
The yeast Candida sp. LEB-M3, isolated from the Pantanal, Brazil (Maugeri and 
Hernalsteens, 2007), and selected as an oleaginous yeast in previous studies (Duarte et al., 
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2013a), was maintained in stock cultures at the Laboratory of Bioprocess Engineering - 
UNICAMP, on GYMP agar slants at 5°C containing (g/L): 20 glucose, 5 yeast extract, 10 
malt extract, 2 KH2PO4 and 20 agar, pH 5.5. 
 
3.2.3 Inoculum preparation 
 
The yeast stored at 5°C was reactivated on GYMP agar slants. Subsequently, two 
reactivated microbial culture tubes were scraped with 10 mL of 0.1% peptone water each 
for removing the microorganism cells which were transferred to Erlenmeyer flasks 
containing the growth medium (total 10% inoculum). The culture medium used for 
inoculum was composed of (g/L): 30 glycerol, 5 CSW, 2 yeast hydrolyzate at pH 6.0 to 
study different nitrogen sources, and for the experimental design was composed of (g/L): 
30 glycerol, 7 KH2PO4, 2.5 Na2HPO4, 1.5 MgSO4.7H2O, 1.4 yeast hydrolyzate, pH 6.0, 
maintained at 28°C in flasks agitated at 180 rpm for 36 hours.  
 
3.2.4 Study of different nitrogen sources and C/N ratios 
 
Cultivations were performed in 500 mL Erlenmeyer flasks containing 200 mL of 
culture medium composed of glycerol (40 g/L), yeast hydrolyzate, CSW (organic nitrogen 
sources) or (NH4)2SO4 (inorganic source of nitrogen) in different concentrations to yield the 
C/N ratios of 90, 150 and 210, for each nitrogen source. The flasks were inoculated with 
10% v/v and maintained in flasks agitated at 28°C and 180 rpm for 240 hours. 
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3.2.5 Influence of agitation and aeration on lipid accumulation and lipid composition 
profile 
 
The influence of agitation and aeration on lipid accumulation and the lipid profile 
produced by the yeast Candida sp. LEB-M3 was studied based on a 2
2
 complete 
experimental design + 3 central points, totaling 7 assays. The cultivation medium was 
prepared according to item 2.3 so as to result in a C/N ratio of 90. Cultivation was 
performed in a 1.5 L Bioflo III bioreactor from New Brunswick Scientific, using 1.2 L of 
the working volume, and agitation and aeration according to Table 3.3, at 28°C for 240 
hours. 
 
3.2.6 Prediction of biodiesel quality parameters  
 
The parameters governing the quality of biodiesel, based on the percent composition 
of FAME from the lipid material extracted in different culture conditions, were predicted 
by the models on Table 3.1. Prediction was performed based on individual characteristics 
of each methyl ester which is fundamental to predict the main properties of biodiesel 
(Knothe, 2005). The quality parameters evaluated were cetane number (CN), density (ρ), 
heat of combustion (ΔHC), oxidative stability index (OSI), kinematic viscosity (υ) and 
iodine index (II). The parameters were compared with the limit values stipulated according 
to current standards ASTM-D6751 (EUA), EM 14213, EM 14214 (Europe) and ANP 
255/2003 (Brazil). 
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Table 3.1 Prediction models of the biodiesel quality parameters in function of the FAME 
composition. 
Parameter Model 
Cetane number
a
 NC = ∑
CNme %ME
100
 
Density
b
 ρ = ∑
ρme %ME
100
 
Heat of combustion
b
 ΔHC = ∑
ΔHCme%ME 
100
 
Oxidative stability index
a
 OSI = ∑
OSIme %ME
100
 
Kinematic viscosity
b
 Ln (υ) = ∑
ln(υme)%ME
100
 
Iodine index
b
 II = ∑
253,82 %DB %ME 
MMme
 
The fractions of each methyl ester present in biodiesel are represented by %ME. The properties CN, 
ρ, ΔH, OSI, υ, II, MM when applied to each methyl ester present in biodiesel correspond to the 
acronym “me”. DB is the number of double bonds present in the oil and 253.82 is the atomic weight 
of two iodine atoms which are theoretically added to the double bond. 
a
Ramos et al., (2009); 
b
Pereyra-Irujo et al., (2009). 
 
Properties of the biodiesel can be predicted by the linear mixing rule where the 
properties of each component (FAME) are multiplied by concentration of the components 
in the mixture (Pratas et al., 2011; Pereyra-Irujo et al., 2009). This prediction method 
showed a good correlation between the measured and predicted values for CN, ρ, ΔHC and 
OSI (Tanimura et al., 2014; Pratas et al., 2011; Pereyra-Irujo et al., 2009; Ramos et al., 
2009). For the prediction of viscosity (υ), a logarithmic equation was obtained and the 
iodine index (II) was directly related to the number of double bonds present in the oil 
(Talebi et al., 2013; Pereyra-Irujo et al., 2009).  
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3.2.7 Analytical methodology 
3.2.7.1 Cell growth 
 
Cell growth was monitored by optical density (OD) at 600 nm. Samples were 
centrifuged at 785 x g and the cells were washed twice and resuspended in water. Density 
corresponding to the OD600nm value was converted to dry mass by a standard curve 
previously constructed (Liu et al., 2013). 
 
3.2.7.2 Glycerol consumption 
 
To determine the glycerol consumption, samples were initially diluted and filtered 
through 0.22 μm filters. Analyses were performed by high performance liquid 
chromatography (HPLC), model Accela, ThermoScientific, using a HyperREX XP column 
maintained at 30°C, and  H2SO4, pH 2.6 as mobile phase, with 10 μL sample volume, 0.7 
mL/min flow rate, and a refractive index (RI) detector. The Chromoquest software was 
used to integrate and quantify the chromatographic peaks, according to a glycerol standard 
curve. 
 
3.2.7.3 Determination of lipids and the fatty acid profile (FAME) 
 
Lipids from previously lyophilized biomass were extracted according to the method 
of Bligh and Dyer (1959), with modifications. Biomass was first treated with a 2 M HCl 
solution to rupture the cell wall in a bath at 80°C, and recovered by centrifugation at 785 x 
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g. This biomass was vortexed with methanol, chloroform and water for extraction of lipids, 
followed by centrifugation at 785 x g for 10 minutes for phase separation; the lower phase 
contained the lipids dissolved in chloroform was evaporated for measure of the dry lipid 
mass. 
The extracted lipid fraction was esterified to obtain the fatty acid methyl esters, 
according to the methodology proposed by Hartman and Lago (1973), and Metcalfe et al., 
(1966). Analyses were performed in triplicate using a Perkin Elmer gas chromatograph, 
Clarus 600, FID detector, Perkin Elmer Elite-225 capillary column (crossbond, 50% 
cyanopropylmethyl - 50% phenylmethyl polysiloxane), length of 30 m, internal diameter of 
0.25 mm and thickness of 0.25 µm. It was operated according to the following conditions: 
injector and detector temperature: 250°C, initial oven temperature: 100°C for 5 min, 230°C 
for 20 min; carrier gas: helium, 1 mL/min, split 1:40; and injection volume of 0.4 µL. The 
methyl ester profile was quantified based on normalization of the relative peak areas (Basso 
et al., 2012). 
 
3.2.7.4 Statistical analysis 
 
Assays for different nitrogen sources and C/N ratios were performed in triplicate for 
data processing by analysis of variance and Tukey’s test. Differences within the C/N ratios 
and the nitrogen sources were studied, at a 95% confidence. Concerning the experimental 
design, the level of significance was determined by the Student’s test and the results were 
evaluated at 90% of confidence. The Statistica 7.0 software was used to analyze the results. 
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3.3 RESULTS AND DISCUSSION 
3.3.1 Cultivation on different co-products 
 
The production of lipids on different nitrogen sources and C/N ratios was evaluated 
after 240 hours of cultivation and is shown in Table 3.2. According to data from different 
cultivations, it is possible to observe that when yeast hydrolyzate was used as nitrogen 
source, the different C/N ratios resulted in significant differences (p<0.05) for biomass, 
lipid concentration and glycerol consumption, whereas for the lipid content no significant 
differences were detected. In general, data from Table 3.2 show that C/N 90 was the best 
ratio condition and the yeast hydrolyzate was the best nitrogen source, leading to the 
highest biomass concentration, lipid content and glycerol percent consumption. On the 
other hand, (NH4)2SO4, the only inorganic nitrogen source used in this work, was the poorer 
nitrogen source, leading to the lowest results practically in all cases. 
The organic nitrogen sources, yeast hydrolyzate and CSW, are complex substrates 
and therefore have in their compositions, in besides carbon and nitrogen, vitamins, amino 
acids and other substances, which are released to the culture medium, inducing cell 
proliferation and lipid accumulation. According to Duarte et al. (2013b), yeast hydrolyzate 
was also significant the yeast Candida sp. LEB-M3, leading to higher biomass and lipid 
production, when studied in an experimental design. Yen et al. (2012) studied cultivation of 
the yeast Rhodotorula glutinis on crude glycerol and used vinasse as an alternative source 
to yeast extract. When comparing the two nitrogen sources, vinasse resulted in a higher 
final biomass concentration and higher lipid content compared to cultivation on yeast 
extract. 
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Table 3.2 Mean and standard deviation for the cultivation parameters analyzed after 240 
hours in different C/N ratios and nitrogen sources 
C/N 
Biomass 
(g/L) 
Lipid content  
(% w/w) 
Lipid concentration 
(g/L) 
Glycerol 
consumption (%) 
Yeast 
hydrolyzate 
    
90 10.02
aA
 ± 0.44 30.80
aA
 ± 1.46 3.09
aA
 ± 0.28 69.21
aA
 ± 1.65 
150 6.66
b
 ± 0.26 27.80
a
 ± 1.71 1.85
b 
± 0.16 43.28
b
 ± 1.84 
210 5.89
b
 ± 0.58 28.40
a
 ± 2.89 1.66
b
 ± 0.02 36.04
c
 ± 0.20 
CSW     
90 6.04
aB
 ± 0.23 23.09
aB
 ± 0.32 1.39
aB
 ± 0.04 31.87
aB
 ± 1.65 
150 4.34
b
 ± 0.83 24.31
a
 ± 0.91 1.06
b
 ± 0.19 21.82
b
 ± 2.71  
210 3.98
b
 ± 0.09 23.50
a
 ± 0.34 0.94
b
 ± 0.03 16.50
c
 ± 1.07 
(NH4)2SO4     
90 4.74
bC 
± 0.16 19.12
bC
 ± 1.75 0.90
bC
 ± 0.06 26.37
aB
 ± 3.67 
150 4.16
c
 ± 0.10 21.60
ab
 ± 0.48 0.90
b
 ± 0.06 17.54
b
 ± 3.60 
210 5.05
a
 ± 0.06 22.04
a
 ± 0.08 1.11
a
 ± 0.01 21.89
ab
 ± 0.73 
Different lower case letters on the lines (for each column in the different nitrogen sources) indicate 
significant difference (p<0.05) for the studied responses. Different upper case letters on the lines for 
the same C/N ratio indicate significant difference (p<0.05) for the studied responses.  
 
Chen et al. (2013), when studying the effect of the C/N ratio on lipid accumulation 
by the yeast Trichosporon cutaneum with peptone and yeast extract as organic nitrogen 
sources, reported that with increasing C/N ratio (up to 100), the final biomass concentration 
was lower at the end of cultivation. The same occurred with regards to lipid content for C/N 
ratios greater than 200, i.e., there is a threshold concentration of substrate at which no 
substrate inhibition occurs or/and a minimum nitrogen content that must be present in the 
culture medium for basic metabolic reactions of the cells for production of biomass and 
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lipid accumulation. Crude glycerol showed be promising for the production of lipids using 
a low-cost organic nitrogen source, such as yeast hydrolyzate, with a C/N ratio of 90. 
 
3.3.2 Study of agitation and aeration in a bioreactor 
 
Table 3.3 gathers the essays according to a complete factorial design for two 
variables, agitation and aeration, and three central points, with the different responses form 
the grow of Candida sp. LEB-M3 on glycerol. It was observed that the highest final 
biomass concentration occurred in the central point assays where cultivation was carried 
out at 300 rpm and 0.75 vvm of agitation and aeration, respectively, followed by assays 2 
and 3 where there was a combination of one independent variable at level +1 and another at 
level -1. On the other hand, in assays 1 and 4, where the two independent variables were at 
the same levels, the concentration of biomass at the end of cultivation was lower than the 
other assays. The conditions of the central point were favorable to maximize biomass 
production. 
Assays in the central point led also to higher lipid content, as well as lipid 
concentration, since this response depends on biomass concentration and lipid content. 
Regarding the glycerol consumption, it was highest in assays 2 and 4 where agitation was at 
the level +1, followed by assays at the central point. Therefore, agitation facilitated the 
availability of glycerol to the microorganism, however, it didn’t always lead to higher 
biomass and/or lipid content, which seems to be dependent on a combination of factors. It 
is possible that the glycerol consumed was channeled to energy and maintenance needs of 
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the cells. The use of the carbon for cell maintenance may occur as a result of various stress 
factors, what in this case might have been the high agitation rate. 
Concerning the fatty acid profile at the end of the cultivations, it can be seen that 
lower agitation and aeration promoted higher amounts of saturated fatty acids (SFA) and 
lower of monounsaturated (MUFA) and poly-unsaturated fatty acids (PUFA), when 
compared to other assays. Agitation also affects aeration of the culture medium, therefore, 
when -1 levels of agitation and aeration were used together there was certainly a reduced 
availability of dissolved oxygen in the culture medium, which favored formation of 
saturated fatty acids. 
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Table 3.3 Experimental design matrix with the assays in coded and real values (in parenthesis) and dependent variables: biomass, 
lipid content, lipid concentration, glycerol consumption and profile of saturated (SFA), monounsaturated (MUFA) and 
polyunsaturated fatty acids (PUFA) obtained after 240 hours of cultivation 
Assays X1 (rpm)  X2 (vvm) Biomass (g/L) 
Lipid content  
(% w/w) 
Lipid concentration  
(g/L) 
Glycerol consumption  
(%) 
1 -1 (200) -1(0.5) 7.51 23.53 1.77 51 
2 1 (400) -1 (0.5) 9.02 24.13 2.18 67 
3 -1 (200) 1 (1.0) 9.39 25.51 2.40 53 
4 1 (400) 1 (1.0) 7.68 24.76 1.90 64 
5 0 (300) 0 (0.75) 10.03 27.61 2.77 58 
6 0 (300) 0 (0.75) 10.05 26.49 2.66 57 
7 0 (300) 0 (0.75) 11.28 26.89 3.03 58 
 
FAMEs (%) 
C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 Others SFA MUFA PUFA 
1 23.96 ± 0.07 4.50 ± 0.04 1.20 ± 0.00 2.51 ± 0.04 15.43 ± 0.33 46.06 ± 0.51 4.04 ± 0.01 0.87 ± 0.01 1.45 41.82 53.30 4.90 
2 20.32 ± 0.01 8.31 ± 0.06 0.51 ± 0.01 2.08 ± 0.01 3.58 ± 0.01 56.5 ± 0.05 7.72 ± 0.01 0.73 ± 0.00 0.23 24.49 67.06 8.45 
3 21.12 ± 1.07 7.31 ± 0.47 0.52 ± 0.07 1.82 ± 0.30 3.97 ± 0.47 54.3 ± 2.15 9.70 ± 0.25 1.03 ± 0.01 0.22 25.70 63.58 10.73 
4 19.81 ± 0.00 7.84 ± 0.00 0.63 ± 0.00 2.37 ± 0.00 4.15 ± 0.00 55.7 ± 0.00 8.48 ± 0.00 0.8 ± 0.00 0.21 24.67 66.04 9.28 
5 19.8 ± 0.16 8.10 ± 0.18 0.60 ± 0.03 2.32 ± 0.08 3.86 ± 0.39 55.58 ± 0.30 8.70 ± 0.20 0.86 ± 0.04 0.18 24.33 66.11 9.55 
6 19.95 ± 0.02 7.83 ± 0.04 0.56 ± 0.02 2.27 ± 0.01 3.60 ± 0.13 55.91 ± 0.27 8.82 ± 0.38 0.89 ± 0.06 0.18 24.16 66.13 9.71 
7 19.86 ± 0.04 7.48 ± 0.12 0.59 ± 0.01 2.27 ± 0.01 3.86 ± 0.02 56.59 ± 0.19 8.36 ± 0.04 0.82 ± 0.01 0.20 24.36 66.47 9.18 
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Figure 3.1, shows cell growth throughout the cultivation period, where for the C/N 
ratio of 90 there did not occur nutrient limitation (nitrogen) because the cells continued to 
multiply in most of the assays during the 240 hours of cultivation. To induce nitrogen 
limitation and increase lipid accumulation, which occurs most effectively in nutrient limited 
conditions, it is necessary to reduce the nitrogen initial concentration to a limiting 
concentration or increase the cultivation time. 
 
Figure 3.1 Monitoring of cell growth and crude glycerol consumption during 
cultivation of Candida sp. LEB-M3 for the assays 1 (○), 2 (□), 3 (◊), 4 (∆), 5 (●), 6 
(■), 7 (♦) 
 
Table 3.4 presents the estimated effects for dependent variables studied at the 90% 
confidence level. These effects represent an increase or decrease in the response to 
changing an independent variable from a level of -1 to +1 while maintaining the other 
variable fixed (Rodrigues and Iemma, 2012).  
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Table 3.4 Effects estimated for the dependent variables (90% confidence) 
                                                 Biomass (g/L) Lipid content (%) 
Factor Effect (g/L) St error t (5) p-value Effect (%) St error t (5) p-value 
Mean 9.2800 0.627 14.803 0.0007 25.560 0.739 34.570 0.0001 
Agitation -0.0500 0.829 -0.060 0.9557 -0.038 0.978 -0.038 0.9718 
Aeration 0.1350 0.829 0.163 0.8810 0.653 0.978 0.667 0.5524 
Agitation x Aeration -0.8050 0.829 -0.971 0.4033 -0.337 0.978 -0.345 0.7528 
                                                Lipid concentration (g/L) Glycerol consumption (%) 
Factor Effect (g/L) St error t (5) p-value Effect (%) St error t (5) p-value 
Mean 2.3865 0.225 10.588 0.0018 58.286 0.357 163.20 0.0000 
Agitation -0.0211 0.298 -0.071 0.9480 6.750 0.472 14.29 0.0007 
Aeration 0.0883 0.298 0.296 0.7864 -0.250 0.472 -0.53 0.6334 
Agitation x Aeration -0.2258 0.298 -0.757 0.5039 -1.250 0.472 -2.65 0.0773 
                                          SFA  MUFA 
Factor Effect (%) St error t (5) p-value Effect (%) St error t (5) p-value 
Mean 27.0400 1.379 19.612 0.0003 63.970 1.133 56.464 <0.0001 
Agitation -9.3050 3.648 -2.550 0.0838 7.682 2.997 2.563 0.0829 
Aeration -8.0950 3.648 -2.219 0.1131 4.202 2.997 1.402 0.2555 
Agitation x Aeration 8.0250 3.648 2.199 0.1151 -6.072 2.997 -2.026 0.1359 
                                                 PUFA  
Factor Effect (%) St error t (5) p-value 
 
Mean 8.9871 0.259 34.659 <0.0001 
Agitation 1.6100 0.686 2.347 0.1006 
Aeration 3.8900 0.686 5.670 0.0109 
Agitation x Aeration -1.9400 0.686 -2.827 0.0663 
Range values of independent variables studied: agitation (200-400) rpm and aeration (0.5-1.0) vvm. Values of p-value < 0.1 were considered 
significant on the response (the significant independent variables are in bold). 
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It can see in this table that biomass, lipid content and lipid concentrations are not 
influenced by the independent variables. Glycerol consumption, agitation and interaction 
between agitation and aeration were significant at 90% confidence, i.e., when altering the 
agitation level from -1 to +1 and maintaining aeration constant occurred a consumption 
increase of 6.75% of this substrate. This behavior may be due to the elevated availability of 
glycerol, caused by increased agitation, which facilitated access of the microorganism to 
the substrate. 
With regards to SFA, agitation had a significant negative effect (-9.3%) and for 
MUFA the effect of agitation was significantly positive (7.68%), both at the 90% 
confidence level. Variation of the agitation level from -1 to +1, while maintaining aeration 
constant, was positive for the formation of MUFA but negative for SFA. On the other hand, 
when altering the aeration level from -1 to +1 and maintaining agitation constant, the 
formation of polyunsaturated fatty acids had a significant positive effect of 3.89%. For the 
PUFA, interaction between the two independent variables had a significant negative effect 
(-1.94%). Choi et al. (1982) reported that increased oxygenation of the medium is favorable 
for the formation of polyunsaturated fatty acids. This result may have in important issue 
concerning the fatty acid application, since its composition can be tailor made according to 
its destination, e.g., for food or for biodiesel, just by fine tuning the fermentation process 
conditions. For food proposals, polyunsaturated fatty acids are desirable, therefore agitation 
and aeration must be such as to provide high oxygen concentration, and for biodiesel, the 
fermentation conditions must be such as to lead to the necessary oxygen availability.  
Figure 3.2 shows the kinetics of lipid accumulation, where it is possible to note that 
even after 240 h of cultivation the stationary biomass production phase was not reached. 
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Lipid content varied from 12.15% at 48 hours to 25.31% at 240 hours. Biomass 
productivity was 0.24 g/L.d and lipid productivity was 0.96 g/L.d. In Figure 3.2 it can also 
be observed that the main variation in the fatty acid profile during cultivation was the 
decrease in SFA of 22.16% and increase of 16.1% in MUFA; the PUFA concentration 
decreased by 15.6%. Variation of saturated fatty acids was more significant during lipid 
accumulation, where its proportion was greater at shorter cultivation times. Therefore, the 
total lipid concentration in the medium increase not only because of the biomass increase 
but also because the content of lipid inside the cells also increase. This means that the yeast 
becomes fattier during the cultivation, in a process that resembles the fat accumulation by 
other organisms in the nature, as animals for example. 
 
3.3.3 Prediction of biodiesel quality 
 
The determination of some of the biodiesel quality properties can be an expensive 
and lengthy process. Therefore, studies based on the effect that the fatty acid profile exerts 
on these properties are needed, in order to reduce costs and analysis time, what have been 
focused by some research groups (Lapuerta et al., 2010; Moser, 2009; Knothe, 2005). 
Biodiesel quality is positively influenced by saturated and long chain fatty acids, because 
they are associated with increased calorific value, cetane number and oxidation stability. 
On the other hand, shorter and more unsaturated chains increase the viscosity and flow 
characteristics at low temperatures, which are desirable characteristics for fuels. To obtain a 
biodiesel with appropriate quality characteristics, an appropriate ratio between saturated 
and unsaturated fatty acids must be maintained (Knothe, 2005). 
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Figure 3.2 Monitoring of biomass, lipid content, lipid concentration, SFA, MUFA and 
PUFA, along the 240 hours of cultivation at the conditions of the central point (300 
rpm, 0.75 vvm) 
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Table 3.5 presents parameters from literature for methyl esters of different fatty 
acids used to calculate the quality parameters. The cetane number (CN) is a dimensionless 
number for diesel, just as the octane number is for gasoline, and is associated with ignition 
delay time, i.e., the time between fuel injection and the beginning of ignition. The shorter 
the ignition time, higher is the cetane number. In assay 1 (Table 3.6) the CN value was 
higher than in the other assays (67.38), which were equal (approximately 61). This behavior 
is due to the high fraction of SFA and longer chain FAMEs obtained from the conditions of 
assay 1. It should be noted that other assays of the design also indicated CN values which 
add quality to the lipid material and the corresponding biodiesel is within the limits of 
current standards, which require a minimum CN of 45. The CN value decreases along the 
cultivation period, i.e., in the initial periods it is possible to obtain a biodiesel with higher 
CN, but the lipid concentration is lower. 
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Table 3.5 Parameters from literature for methyl esters of different fatty acids 
FAME Formula MM (g/mol) ρ (Kg/m3) υ (mm2/s) ΔHC (kJ/g) OSI (h) CN Lub (µm) 
Methyl palmitate C17H34O2 270.46 852ª 4.32
b
 39.47
b
 >40
c
 74.5
b
 357
c
 
Methyl palmitoleate C17H32O2 268.44 875ª 3.67
c
 39.32
b
 2.1
c
 51
b
 246
c
 
Methyl heptadecanoate C18H36O2 284.48 851
d
 4.53
d
 39.78
d
 >40
c
 87.7
d
 339
d
 
Methyl heptadecanoate C18H34O2 282.46 873
d
 4.09
d
 39.62
d
 2.3 55.1
d
 284
d
 
Methyl stearate C19H38O2 298.51 850ª 4.74
b
 40.10
b
 >40
c
 101
b
 322
c
 
Methyl oleate C19H36O2 296.49 874ª 4.51
b
 39.93
b
 2.5
c
 59.3
b
 290
c
 
Methyl linoleate C19H34O2 294.48 889ª 3.27
b
 39.72
b
 1.0
c
 42.2
b
 236
c
 
Methyl linolenate C19H32O2 292.46 895ª 3.14
b
 39.37
b
 0.2
c
 22.7
b
 183
c
 
a 
Lapuerta et al., (2010); 
b
Knothe, (2005); 
c
Moser, (2009); 
d
data obtained as the mean between C16:0, C16:1 and C18:0 and C18:1. 
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Table 3.6 Biodiesel quality parameters predicted by the FAME properties obtained in the 
different experimental design assays and at different cultivation times for conditions of the 
central point 
Assays ρ (Kg/m3) υ (mm2/s) ΔHC (kJ/g) OSI (h) CN II (gI2/100g) 
1 852.98 4.28 39.22 17.58 67.38 55.15 
2 867.91 4.26 39.67 11.48 61.53 73.31 
3 868.13 4.24 39.68 11.90 61.47 74.45 
4 868.07 4.25 39.68 11.53 61.60 73.93 
5 868.49 4.25 39.69 11.41 61.41 74.54 
6 868.58 4.25 39.69 11.34 61.30 74.82 
7 868.30 4.26 39.69 11.43 61.53 74.08 
Time (h)       
48 866.24 4.22 39.63 13.91 62.83 71.87 
96 866.93 4.23 39.65 13.10 62.34 72.54 
144 867.29 4.23 39.65 12.49 61.97 73.23 
192 867.83 4.23 39.66 11.88 61.51 74.55 
240 868.22 4.23 39.67 11.36 61.17 75.67 
Standards       
ASTM 
D6751 
-- 1.9-6.0 -- Min 3 Min 47 -- 
EM 14213 860-900 3.5-5.0 35 Min 4 -- Max 130 
EM 14214 860-900 3.5-5.0 -- Min 6 Min 51 Max 120 
ANP 
255/2003 
-- -- -- -- Min 45 -- 
 
The oxidative stability index is measured in hours and is related to the number and 
position of unsaturations that when broken cause biodiesel oxidation. Under the conditions 
of assay 1 there occurred increased formation of SFA, i.e., higher oxidative stability is 
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predicted for the biodiesel (17 hours) when compared to the other assays where the time 
was approximately 11 hours. While monitoring the formation of fatty acids during 
cultivation it could be verified that there is a decrease in oxidative stability with time, 
mainly due to the increase in unsaturations present in FAME. It is important to highlight 
that linolenic acid (C18:3) is limited to 12% by EN14214 due to its high rate of oxidation 
and the consequent reduction in biodiesel quality, however none of the assays its 
concentration exceeded 1.7%. The iodine index (II) refers to the tendency of biodiesel to 
react with oxygen at room temperature. A low iodine index indicates less susceptibility to 
oxidation and the lowest value was obtained in assay 1 (55.28 gI2/100g); for the other 
assays this parameter was higher but within the standart limits. The II increases with yeast 
cultivation. 
Concerning the biodiesel density, values higher than those considered adequate may 
increase the required fuel/air ratio, which increases emission of pollutants including 
hydrocarbons, carbon monoxide and particulate matter. Low values may favor a lean 
air/fuel ratio, resulting in loss of engine power and consequent increased fuel consumption. 
Experimental data showed that biodiesel density decreased with increasing unsaturation 
levels of FAME (Pratas et al., 2011). For this reason assay 1 showed the lowest density 
value (852.98 Kg/m
3
), less than 1% below the limit established by European standards. 
Kinematic viscosity was virtually the same in all conditions, approximately 4.0 mm
2
/s. The 
data presented in this paper regarding biodiesel quality indicates the feasibility of applying 
the yeast Candida sp. LEB-M3 for biodiesel synthesis. 
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3.4 CONCLUSIONS 
 
 The yeast Candida sp. LEB-M3 cultivated in crude glycerol and yeast hydrolyzate 
showed potential application for the production of lipids, which can be used for biodiesel 
with properties compatible to those required for commercialization. Fatty acids obtained 
under the conditions of minimal aeration and agitation of the culture medium  led to the 
best biodiesel, according to the quality parameters predicted by the mathematical models. 
An important issue raised from this work, related to the cultivation conditions, which can 
be tuned to provide more appropriate lipid profile, since oxygen limitation led to fatty acid 
content that promoted improved biodiesel quality. 
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RESUMO 
A recuperação dos lipídeos intracelulares produzidos por leveduras oleaginosas é uma etapa 
importante para a aplicação deste material graxo e deve ser realizada de forma a garantir o 
rendimento e a qualidade do material lipídico. A ruptura da parede celular de leveduras é 
uma das operações necessárias para viabilizar a produção de lipídeos microbianos e tornar 
o produto intracelular desejado acessível ao processo de extração. Além disso, tecnologias 
alternativas para extração dos lipídeos, como a extração supercrítica com dióxido de 
carbono (CO2), visa o desenvolvimento de um processo de extração mais seguro, sendo o 
CO2 um solvente com diversas vantagens operacionais e de menor impacto ambiental. No 
presente trabalho foram estudadas seis diferentes técnicas de ruptura da parede celular da 
levedura oleaginosa Candida sp. LEB-M3, em diferentes condições, e a extração lipídica 
em uma unidade de extração supercrítica, assistida por ultrassom, utilizando CO2 como 
solvente. Dentre as técnicas estudadas a ruptura com abrasão por cisalhamento apresentou a 
melhor eficiência de ruptura (125%), ao comparar ao método padrão adotado, HCl 2 M à 
80°C. As imagens obtidas por microscopia de varredura eletrônica mostraram claramente a 
maior ruptura das células. O perfil de ácidos graxos do material extraído após as diferentes 
técnicas diferenciou somente para a técnica de homogeneização a alta pressão, na qual 
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houve a maior extração de ácidos graxos saturados (39,7%) e em torno de 29% para as 
demais técnicas. A extração dos lipídeos por CO2 supercrítico, assistido por ultrassom, 
apresentou rendimento global de extração lipídica estatisticamente igual para as três 
pressões estudadas com máximo de 4,96%. Ao aplicar a técnica de ruptura por abrasão 
previamente à etapa de extração obteve-se 6,17% de rendimento. O método mecânico de 
ruptura por abrasão mostrou-se eficiente e a extração com CO2 supercrítico um método 
promissor para extração de lipídeos microbianos.  
Palavras-chave: ruptura celular, lipídeos, fluido supercrítico, levedura oleaginosa. 
 
4.1 INTRODUÇÃO 
 
Lipídeos microbianos apresentam potencial em diversas aplicações visto que, em 
geral, são constituídos por perfil de ácidos graxos desejáveis em processos industriais, 
como na síntese de metil ésteres de ácidos graxos, FAMEs (biodiesel). A obtenção de 
lipídeos de micro-organismos oleaginosos envolve a etapa de cultivo em um meio 
apropriado para o acúmulo lipídico e aumento da concentração celular, seguida da 
recuperação da biomassa por centrifugação do meio de cultivo. Em leveduras, os glóbulos 
lipídicos são acumulados intracelularmente, além disso, a parede celular destes micro-
organismos apresenta uma estrutura complexa e resistente. Esta característica limita a 
recuperação do material produzido no interior das células e constitui uma barreira à 
disponibilidade dos lipídeos. Sendo assim, após o cultivo, é necessária uma etapa de 
tratamento da biomassa microbiana para tornar o produto intracelular acessível (Michelon 
et al., 2012; Hegel et al., 2011).   
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O processo de ruptura da parede celular da levedura pode facilitar a etapa de 
extração dos lipídeos intracelulares. Os métodos de ruptura celular são classificados de 
acordo com a maneira em que atingem as células e são divididos em métodos químicos, 
físicos e enzimáticos. Entre eles os mais comumente aplicados são ultrassom, micro-ondas, 
homogeneização a alta pressão (HPH), abrasão com pérolas de vidro, maceração, hidrólise 
ácida e básica, enzimas (Grimi et al., 2014; Halim et al., 2013; Lim et al., 2012; Chisti e 
Moo-Young, 1986). As variáveis que influenciam na ruptura da parede celular em 
leveduras devem ser estudadas visando a maior recuperação e qualidade do material 
extraído, associados sempre à possibilidade de ampliação de escala e viabilidade econômica 
da técnica empregada. 
O óleo microbiano apresenta uma composição mais complexa que os óleos vegetais, 
pois apresenta frações de lipídeos insaponificáveis como ceras, fosfolipídeos, esteróis, 
pigmentos, os quais são solúveis em solventes orgânicos, porém não podem ser convertidos 
em FAMEs. Nas metodologias tradicionais de extração, estes componentes podem ser 
extraídos da biomassa juntamente com os lipídeos saponificáveis (acilgliceróis e ácidos 
graxos). Com isso, o conteúdo de lipídeos das células pode ser erroneamente assumido por 
consistir somente de compostos saponificáveis o que aumenta a expectativa de alto 
rendimento na conversão de FAMEs (Callejón et al., 2014). Por isso é importante levar em 
consideração a composição do material graxo.  
Os métodos mais empregados para a extração lipídica de micro-organismos 
baseiam-se na extração líquido-líquido com solventes orgânicos capazes de solubilizar o 
material lipídico. Clorofórmio, metanol e hexano, são os solventes mais comumente 
utilizados, porém são potencialmente tóxicos e exigem maior cuidado em sua manipulação 
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(Zhang et al., 2014; Ferraz et al., 2004). A tecnologia de extração supercrítica (supercritical 
fluid extraction - SFE) surgiu como alternativa frente aos métodos tradicionais para a 
extração e fracionamento de compostos ativos. O dióxido de carbono (CO2) é o solvente 
mais utilizado neste processo de extração visto que apresenta diversas vantagens, tais como 
ser GRAS (generally recognized as safe), apresentar caráter atóxico, ser de baixo custo e 
fácil separação após o processo extrativo, além disso, por ser uma substância apolar, 
durante a extração, solubiliza principalmente os compostos apolares neutros presentes na 
matriz tornando este um método seletivo para extração da fração lipídica saponificável. 
Este processo pode ser operado com segurança e é considerado ambientalmente seguro, 
uma das principais vantagens associadas ao desenvolvimento de novas alternativas de 
processos extrativos (Goto et al., 2014; Walker et al., 1999).  
 O fluido no estado de agregação supercrítico apresenta difusividade que favorece a 
extração de compostos intracelulares (Barba et al., 2014). A tecnologia de extração 
supercrítica pode ser empregada para extrair lipídeos microbianos, neste caso a matriz 
(biomassa seca de levedura) pode ser submetida à técnica de ruptura previamente ou 
mesmo durante a extração por CO2 supercrítico. O aumento da fragmentação da célula 
torna o lipídeo intracelular mais acessível para o contato com a fase de CO2, sendo assim os 
lipídeos de mais fácil acesso presentes na superfície são extraídos, enquanto os lipídeos 
intracelulares difundem lentamente para a fase de solvente (Walker et al., 1999). Na 
literatura são encontrados trabalhos com a aplicação da tecnologia supercrítica para a 
extração de lipídeos e outros compostos funcionais de microalgas (Goto et al., 2014; Solana 
et al., 2014; Mouahid et al., 2013; Cheng et al., 2011), porém poucos estudos com extração 
supercrítica de compostos de leveduras (Milanesio et al., 2012; Hegel et al., 2011). 
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As etapas de ruptura da parede celular e extração lipídica podem influenciar no 
rendimento e qualidade do óleo microbiano e por isso é importante o melhor conhecimento 
destes processos para aplicação em leveduras oleaginosas. Este trabalho teve como objetivo 
estudar o rendimento de extração e qualidade do material graxo através do estudo de 
diferentes técnicas de ruptura da membrana celular da levedura oleaginosa Candida sp. 
LEB-M3 e extração lipídica com CO2 supercrítico, assistido por ultrassom, como 
alternativa mais segura ao processo de recuperação de lipídeos microbianos. 
 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
4.2.1 Micro-organismo e condições de cultivo 
 
 A levedura Candida sp. LEB-M3 isolada do Pantanal (Maugeri and Hernalsteens, 
2007) e selecionada como levedura oleaginosa em trabalho prévio (Duarte et al., 2013a) foi 
mantida no banco de culturas do Laboratório de Engenharia de Bioprocessos – UNICAMP, 
em ágar inclinado GYMP à 5°C, contendo (g/L): 20,0 glicose, 5,0 extrato de levedura, 10,0 
extrato de malte, 2 KH2PO4 e 20,0 ágar, pH 5,5. Dois tubos contendo as células do micro-
organismo foram raspados e as células removidas com 10 mL de água peptonada 0,1% 
(10% de inóculo) sendo transferidas ao meio de cultivo de composição previamente 
estudadas por Duarte et al., (2013b) (g/L): 30,0 glicerol bruto, 7,0 KH2PO4, 2,5 Na2HPO4, 
1,5 MgSO4.7H2O, 1,4 hidrolisado de leveduras, pH 6,0. O inóculo foi cultivado a 28°C e 
180 rpm durante 36 horas e transferido para o meio de cultivo (10% v/v) preparado da 
mesma forma, totalizando 200 mL de meio. O cultivo da levedura para produção de 
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biomassa e acúmulo lipídico foi conduzido em frascos agitados à 28°C e 180 rpm durante 
240 horas. 
 
4.2.2 Recuperação e caracterização da biomassa 
 
 Após o término do cultivo o meio foi centrifugado à 785 x g por 10 minutos para a 
separação das células da levedura, que em seguida foram congeladas e liofilizadas. Para 
estudo da ruptura da parede celular o tamanho das partículas foi padronizado por 
peneiramento - mesh 60 (série Tyler, Wheeling, EUA). Para estudo da extração com CO2 
supercrítico a classificação da biomassa foi realizada conforme o diâmetro médio de 
partículas por sistema vibratório com uma série de 8 peneiras de abertura entre 212 e 2000 
µm calculado de acordo com a Equação 1. Onde dpm é o diâmetro médio das partículas, xi a 
fração mássica e dpi o diâmetro médio no intervalo i, e n o número de intervalos. A 
umidade da biomassa foi analisada segundo metodologia da AOAC 1995. 
 
                                                         𝑑𝑝𝑚 = ∑ = 𝑥𝑖𝑑𝑝𝑖𝑛𝑖=1                                                            (1) 
 
4.2.3 Técnicas de ruptura celular  
 
A biomassa liofilizada foi dividida para a realização das seguintes técnicas de 
estudo da ruptura celular:  
Hidrólise ácida: 0,5 g de biomassa foram adicionados de 5 mL de solução de HCl 
nas concentrações de  2, 3, 4 e 5 M, em banho à 80°C durante 60 minutos;  
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Abrasão por cisalhamento com pérolas de vidro: 0,5 g de biomassa em 10 mL de 
água foram adicionados de 5 g de pérolas de vidro (3,3 mm de diâmetro) e agitados em 
agitador tipo vórtex durante 5, 15, 30, 60 e 120 minutos;  
Maceração: 0,5 g de biomassa foram maceradas com pistilo em almofariz durante 
10 minutos e associado à terra diatomácea ou pré-tratados por congelamento em 
ultrafreezer (-80°C) ou N2 líquido (congelamento instantâneo);  
Hidrólise hidrotérmica: 0,5 g de biomassa foram adicionadas de 5 mL de solução 
(água ou HCl 2 M) e tratados em autoclave à 121°C, 101 kPa durante 15 minutos;  
Ultrassom: 300 mL de solução de biomassa em água (50 g/L) foi imersa em uma 
sonda ultrassônica contendo uma  macroponta de titânio de 13 mm de diâmetro ligada a um 
transdutor responsável pelo controle da potência do ultrassom, que foi ajustada a 800 W 
durante 5, 15, 30, 45 e 60 minutos; 
Homogeneização a alta pressão: 200 mL de solução de biomassa em água (20 g/L) 
foi bombeada em homogeneizador de alta pressão (NS 1001L2K - Panda 2K, Parma, 
Itália), em 3 ou 6 passagens consecutivas, 1ª estágio 80 MPa e 2ª estágio 5 MPa. 
A extração lipídica realizada para cálculo da recuperação, após aplicação das 
técnicas de ruptura, foi a metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959), com modificações. 
A recuperação lipídica foi calculada considerando o método com HCl 2 M em banho à 
80°C durante 60 minutos como padrão de ruptura por ser uma técnica bastante empregada 
inclusive em trabalhos anteriores para a mesma levedura (Duarte et al., 2013).  
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4.2.4 Extração com CO2 supercrítico 
 
 A unidade de extração utilizada nos experimentos foi composta de uma célula de 
extração de aço inox com volume de 300 mL. A unidade apresentava um banho de 
refrigeração para controle da temperatura do CO2 na entrada da bomba, banho e manta de 
aquecimento para manter a temperatura da célula de extração constante, bomba de solvente, 
um totalizador de vazão, termopar e manômetro. Além disso, uma sonda ultrassônica 
acoplada internamente à célula de extração, em que continha uma macroponta de titânio de 
13 mm de diâmetro, ligada a um transdutor, responsável pelo controle da potência do 
ultrassom que foi ajustada a 800 W durante toda a extração. A Figura 4.1 mostra o 
diagrama da unidade de extração supercrítica assistida por ultrassom. 
 As extrações foram realizadas pelo método dinâmico, em fluxo contínuo de solvente 
percolando através do leito fixo sólido contido no interior da célula de extração. 3,0 gramas 
da biomassa liofilizada foram misturadas com esferas de vidro para aumentar a superfície 
de contato entre biomassa e fluido. O solvente utilizado na extração foi dióxido de carbono, 
CO2 (White Martins, Campinas, SP, Brasil), com 99,0% de pureza. Ensaios assistidos por 
ultrassom foram realizados a fim de romper as células e ao mesmo tempo auxiliar na 
extração lipídica devido às ondas ultrassônicas provocarem maior facilidade de contato 
entre a matriz e o CO2. A Figura 4.2 mostra a configuração da célula de extração acoplada à 
sonda ultrassônica. 
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Figura 4.1 Diagrama esquemático da unidade de extração supercrítica com CO2 
assistida por ultrassom; V-1, V-2, V-3, V-4 e V-5: válvulas de bloqueio; V-6: válvula 
micrométrica; C: compressor; F: filtro de ar comprimido; BR: banho de refrigeração; 
B: bomba; BA: banho de aquecimento; I-1 e I-2: indicadores de pressão e temperatura, 
respectivamente; IC-1, IC-2 e IC-3: controladores de potência ultrassônica, 
temperatura da célula de extração e temperatura da válvula micrométrica, 
respectivamente; CE: célula de extração; S: sonda ultrassônica. Adaptado de Santos et 
al., (2015). 
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Figura 4.2 Configuração da célula de extração utilizada nos ensaios de SFE assistida 
por ultrassom. Adaptado de Santos et al., (2015). 
 
As extrações foram realizadas em condições que garantissem que o CO2 encontrava-
se em estado supercrítico: temperaturas do fluido de 40 e 50°C, pressões de 15, 20 ou 25 
MPa, mantendo constante a razão entre massa de matéria prima e de solvente (S/F) durante 
180 minutos de extração. O material extraído foi recolhido em frascos de vidro previamente 
tarados e por diferença de peso obteve-se o peso do material extraído. O rendimento global 
(X0) foi calculado pela relação de massa entre o material extraído (mext) e amostra seca 
(biomassa alimentada), conforme apresentado na Equação 2.  
 
                                             X0 = (mext/biomassa) x 100                                                    (2) 
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4.2.5 Metodologia analítica 
4.2.5.1 Extração e recuperação dos lipídeos 
 
A extração dos lipídeos após a aplicação das técnicas de ruptura foi realizada por 
metodologia de Bligh e Dyer (1959), com modificações. A biomassa recuperada, após cada 
tratamento de ruptura, foi adicionada de metanol, clorofórmio e água e agitada em vórtex 
para a extração dos lipídeos, seguidos de centrifugação a 785 x g por 10 minutos para 
separação das três fases formadas. Sendo a fase inferior de lipídeos dissolvidos em 
clorofórmio que foi evaporado e os lipídeos medidos por massa seca. O cálculo da 
recuperação em função da metodologia padrão de ruptura celular foi realizado de acordo 
com a Equação 3. 
 
Recuperação lipídica (%) = conteúdo lipídico (técnica de ruptura em estudo)  x  100        (3)                                     
conteúdo lipídico (técnica de ruptura padrão) 
 
4.2.5.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 
As estruturas das amostras de biomassa da levedura antes e após a aplicação das 
técnicas de ruptura celular foram analisadas em microscópio eletrônico de varredura 
(JEOL-JSM-6360LV), com aceleração do feixe de elétrons de 10 keV e 20 keV do Instituto 
de Química - UNICAMP. O material sólido foi depositado sobre fita adesiva dupla face de 
carbono, fixados em stubs e em seguida foram metalizados com ouro/paládio em um 
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metalizador modular de alto vácuo (Baltec MED 020). Foram obtidas um grande número de 
imagens em diferentes áreas das amostras para garantir a reprodutibilidade dos resultados. 
 
4.2.5.3 Perfil de ácidos graxos  
 
Para determinação do perfil de ácidos graxos após a aplicação das diferentes 
técnicas de ruptura celular e extrações, a fração lipídica extraída foi esterificada para 
obtenção dos metil-ésteres de ácidos graxos (FAMEs), segundo metodologia proposta por 
Hartman e Lago (1973) e Metcalfe et al., (1966). As análises foram realizadas em triplicata 
em cromatógrafo a gás Perkin Elmer, Clarus 600, detector FID, com coluna capilar Perkin 
Elmer Elite-225 (crossbond, 50% cyanopropylmethyl, 50% phenylmethyl polysiloxane), 
comprimento de 30 m, diâmetro interno de 0,25 mm e espessura de 0,25 µm, com as 
seguintes condições: temperatura do injetor e detector: 250°C; temperatura inicial do forno: 
100°C por 5 min, 230°C por 20 min; gás de arraste hélio: 1 mL/min; 1:40 de split; e volume 
de injeção de 0,4 µL. O perfil de metil ésteres foi quantificado baseado na normalização das 
áreas relativas dos picos (Basso et al., 2012). 
 
4.2.6 Análise estatística 
 
As técnicas de ruptura e as extrações foram realizadas em triplicata e os resultados 
submetidos à análise de variância (ANOVA) e, quando detectadas diferenças significativas 
entre as variáveis estudadas ao nível de significância 5% (p<0,05), aplicou-se o teste 
comparação de média de Tukey com auxílio do software Statistica 7.0. 
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.3.1 Técnicas de ruptura celular 
 
A Tabela 4.1 apresenta os resultados de recuperação lipídica após aplicação das 
diferentes técnicas de ruptura na biomassa da levedura Candida sp. LEB-M3, que 
caracteriza a eficiência do processo de ruptura. A Figura 4.3 apresenta as imagens obtidas 
por microscopia eletrônica de varredura (MEV) para as células antes e após as técnicas, 
onde é possível observar as modificações ocorridas na estrutura das células. 
De acordo com os dados obtidos é possível verificar que quando aplicado 
tratamento químico em alta temperatura com ácido clorídrico (HCl) em maiores 
concentrações, comparadas ao tratamento considerado padrão HCl 2 M, houve maior 
eficiência de ruptura visto que a recuperação lipídica foi superior (p<0,05) quando as 
concentrações de 3, 4 ou 5 M de HCl foram empregadas. No tratamento com HCl 2 M, 
Figura 4.3 (b), ocorreram modificações na estrutura com algumas saliências e superfície 
celular com alguma deformação; esta observação é mais aparente na imagem de magnitude 
de 10k. Por outro lado, quando em HCl 5 M, Figura 4.3 (c), a deformação foi mais 
acentuada que a anterior (HCl 2 M), o que pode explicar a recuperação superior obtida 
quando comparada à concentração padrão, indicando com isso que o ácido promove reação 
com a parede celular, e que, quanto maior a concentração de ácido presente no meio, dentro 
das concentrações estudadas neste trabalho, maior é a deformação na estrutura celular e 
recuperação lipídica. 
As técnicas de ruptura hidrotérmicas realizadas em autoclave (121ºC, 101 kPa) 
foram estatisticamente diferentes entre si (p<0,05) com 155% de recuperação lipídica 
Capítulo IV 
________________________________________________________________________________ 
96 
 
quando em HCl 2 M e apenas 34% em meio aquoso, confirmando assim a eficiência do 
ácido na ruptura da célula principalmente quando associado a alta temperatura e alta 
pressão. Porém acredita-se que no processo hidrotérmico em meio ácido ocorreu também a 
extração de componentes não lipídicos da parede celular devido a aparência turva do 
material extraído (não apresentado). De acordo com as imagens é possível verificar que o 
processo hidrotérmico em meio aquoso, Figura 4.3 (d), pouco influenciou na ruptura das 
células visto que apenas pequenos fragmentos de células podem ser observados nas 
imagens, por outro lado quando em HCl 2 M, Figura 4.3 (e), a deformação na estrutura da 
membrana celular é visível e mais acentuada.  
Com isso fica claro que no processo hidrotérmico a pressão empregada (101 kPa) 
pouco influenciou a ruptura celular; por outro lado, o ácido associado a alta temperatura 
(121°C) provocou a ruptura bem mais acentuada da parede celular. O mesmo pode ser 
observado ao analisar a recuperação obtida com a técnica a alta pressão (em 
homogeneizador) que foi realizada à temperatura ambiente, e mesmo em 6 passagens da 
solução contendo as células de biomassa pelo homogeneizador a 80 MPa (pressão superior 
a da autoclave), resultou  em pouco mais que 50% de recuperação lipídica. De acordo com 
as imagens na técnica em alta pressão, Figura 4.3 (f), é possível verificar que as células 
permaneceram praticamente intactas quando comparadas com as imagens das células antes 
do tratamento, Figura 4.3 (a). 
Xiao et al. (2009) obtiveram as mesmas conclusões ao comparar as imagens antes e 
após o tratamento das células da levedura Phaffia rhodozyma em autoclave em meio 
aquoso e em meio ácido (HCl). As células tratadas somente por autoclave em meio aquoso 
permaneceram intactas, por outro lado, a ruptura foi mais acentuada quando o ácido foi 
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aplicado juntamente ao processo em autoclave, onde mesmo em baixa concentração de 
ácido HCl (0,5 M), as imagens indicaram que as células apresentaram-se bastante 
fragmentadas após este tratamento. Quando a ruptura foi realizada somente em HCl a 30°C 
durante 30 minutos as células sofreram visível ruptura, porém menor que no tratamento 
hidrotérmico (121°C). Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho, o que 
indica que as leveduras apresentam tendência de fragmentação quando em meio ácido e alta 
temperatura.  
As técnicas de maceração associadas à terra diatomácea, ultrafreezer (congelamento 
à - 80°C) e N2 líquido (congelamento instantâneo) foram estatisticamente iguais entre si 
(p<0,05) e foram consideradas técnicas de baixa recuperação lipídica (inferiores a 50%). O 
ultrassom proporcionou baixa ruptura das células (máximo de 32%) e não apresentou 
diferença quando aplicada em diferentes tempos. A baixa eficiência de ruptura é 
confirmada pela imagem das células após a aplicação de ultrassom durante 60 minutos, 
conforme Figura 4.3 (g), onde não são observadas modificações na estrutura da parede 
celular quando comparada com a imagem da biomassa antes de aplicar a técnica. 
Ao analisar os resultados para a técnica de abrasão por cisalhamento com pérolas de 
vidro em vórtex, observa-se que no experimento realizado durante 120 minutos de agitação 
foi obtida maior recuperação lipídica e foi significativamente superior (p<0,05) que nos 
demais tempos, ou seja, variou de 12% quando aplicada em 5 minutos para 125% quando 
aplicado durante 120 minutos. De acordo com a imagem da Figura 4.3 (h) é possível 
observar nitidamente a alta deformação ocorrida na parede celular da levedura, resultado 
que confirma o alto valor de recuperação lipídica obtido.  
Capítulo IV 
________________________________________________________________________________ 
98 
 
Portanto, a alta pressão não foi suficiente para promover a ruptura da célula, já a 
abrasão por cisalhamento rompeu eficientemente a parede celular, porém exige longo 
tempo de aplicação. A reação química causada pelo ácido favoreceu o rompimento das 
ligações presentes na estrutura da célula de Candida sp. LEB-M3 possivelmente por 
reações causadas pelo ácido principalmente em altas temperaturas. Em estudo realizado por 
Hegel et al., (2011) com diferentes técnicas de ruptura em levedura, a mais efetiva, foi a 
hidrólise ácida, seguida por maceração com metanol. 
A parede celular de leveduras é composta basicamente por glicoproteínas, por isso 
métodos químicos de tratamento para ruptura celular empregando ácido ou base são 
consideradas técnicas eficientes para romper a parede celular de leveduras (Xiao et al., 
2009), devido à reação destes com os compostos constituintes da parede celular. Por outro 
lado, os métodos mecânicos, apesar de não serem específicos, apresentam alta eficiência e 
por isso são bastante aplicáveis e apresentam a vantagem de não gerar resíduos após o 
processo. 
A Tabela 4.2 apresenta o perfil comparativo de ácidos graxos obtidos para os 
lipídeos extraídos da biomassa rompida, por metodologia padrão, após a aplicação das 
diferentes técnicas de ruptura celular. É possível observar que as diferentes condições 
impostas pelas técnicas empregadas, como alta temperatura, acidez e abrasão, não 
influenciaram pronunciadamente no perfil de ácidos graxos extraídos. Porém quando 
empregada a técnica de HPH com seis passagens o perfil de ácidos graxos saturados 
mostrou-se 10% superior comparado aos demais experimentos e menores proporções de 
monoinsaturados e poli-insaturados. Halim et al. (2013) ao estudarem as técnicas de 
ultrassom e HPH para a ruptura de uma microalga, também reportam que a técnica de HPH 
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resultou na extração mais elevada dos ácidos graxos saturados, quando comparada à técnica 
de ultrassom.  
Os ácidos graxos poli-insaturados (C18:2 e C18:3) foram extraídos em maior 
quantidade quando as rupturas foram realizadas em meio ácido. Verificou-se também que 
ao comparar a proporção do ácido graxo linolênico C18:3, um ácido graxo essencial, ao 
aumentar a concentração do ácido e a temperatura, durante o emprego da técnica de 
ruptura, menor proporção deste ácido foi extraída. Observou-se também que a aplicação do 
ácido na técnica de ruptura favoreceu a extração do ácido oleico C18:1 e do ácido linoleico 
C18:2.  
 
 
 
 
 
 
Capítulo IV 
________________________________________________________________________________ 
100 
 
 
Tabela 4.1 Recuperação lipídica obtida nos diferentes métodos de ruptura aplicados na biomassa da levedura Candida sp. LEB-M3 e 
análise estatística dos dados para as diferentes técnicas 
Técnica 
Recuperação (%) 
 Técnica 
Recuperação (%) 
HCl (M)  Ultrassom (min) 
2
*
 100,00
b
 ± 0,00  5 29,86
a
 ± 3,61 
3  106,61
a
 ± 1,73  15 30,04
a
± 1,83 
4  106,08
a
 ± 3,19  30 26,74
a
 ± 1,14 
5  107,13
a
 ± 1,77  45 32,75
a
 ± 3,01 
Hidrólise hidrotérmica (meio)   60 28,14
a
 ± 2,54 
Água 34,21
b
 ± 2,85  Abrasão (min)  
HCl 2 M 155,00
a
 ± 4,1  5 12,07
c
 ± 1,53 
Alta  Homogeneização (passagens)   15 17,66
c
 ± 2,84 
3 52,83
a
 ± 4,47  30 27,33
c
 ± 5,12 
6  53,44
a
 ± 0,55  60 70,07
b
 ± 3,94 
Maceração   120 125,32
a
 ± 13,23 
Terra diatomácea  47,56
a
 ± 3,35    
Ultrafreezer 39,57
a
 ± 5,22    
N2 líquido 36,90
a
 ± 4,02    
Letras distintas na coluna indicam a existência de diferença significativa (p<0,05) entre as médias para cada técnica empregada (*técnica padrão) 
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 (5k) (10k)  (5k) (10k) 
A
(a) 
  
(e) 
  
(b) 
  
(f) 
  
(c) 
  
(g) 
  
(d) 
  
(h) 
  
Figura 4.3 Imagens de microscopia da levedura Candida sp. LEB-M3 nas magnitudes de 5k e 10k, onde: (a) biomassa antes dos 
tratamentos; (b) banho a 80°C em HCl 2 M por 60 min; (c) banho a 80°C em HCl 5 M por 60 min; (d) processo hidrotérmico 
(121°C e 101 kPa) por 15 min em água e (e) em HCl 2 M; (f) homogeneização a 80 MPa com 6 passagens; (g) ultrassom 800 W 
por 60 min e (h) abrasão por cisalhamento com pérolas de vidro por 120 min 
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Tabela 4.2 Perfil de ácidos graxos da fração lipídica extraída após aplicação de diferentes técnicas de ruptura celular 
Técnicas 
Perfil de ácidos graxos (%)    
C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 SFA MUFA PUFA 
1 21,59 ± 0,00 9,91 ± 0,00 0,29 ± 0,00 0,92 ± 0,00 4,69 ± 0,00 54,51 ± 0,00 7,80 ± 0,00 0,82 ± 0,00 26,57 65,34 8,62 
2 21,48 ± 0,19 8,41 ± 0,23 0,23 ± 0,01 0,77 ± 0,04 4,37 ± 0,12 56,72 ± 0,64 7,28 ± 0,08 0,70 ± 0,03 26,08 65,90 7,98 
3 24,84 ± 0,04 12,16 ± 0,19 0,35 ± 0,02 0,91 ± 0,01 4,55 ± 0,01 50,00 ± 0,17 6,43 ± 0,06 0,79 ± 0,01 29,74 63,07 7,22 
4 21,56 ± 0,15 8,60 ± 0,05 0,18 ± 0,11 0,73 ± 0,18 4,60 ± 0,21 56,18 ± 0,66 7,53 ± 0,11 0,62 ± 0,16 26,34 65,51 8,15 
5 33,04 ± 0,04 8,73 ± 0,08 0,36 ± 0,00 0,70 ± 0,01 6,31 ± 0,00 48,68 ± 0,11 2,18 ± 0,05 -- 39,71 58,11 2,18 
6 24,80 ± 0,04 10,91 ± 0,12 0,27 ± 0,01 0,90 ± 0,02 4,54 ± 0,05 53,17 ± 0,24 4,98 ± 0,08 0,45 ± 0,01 29,61 64,98 5,43 
7 23,78 ± 0,02 9,38 ± 0,01 0,34 ± 0,00 0,91 ± 0,07 4,94 ± 0,07 53,87 ± 0,01 6,19 ± 0,03 0,62 ± 0,01 29,06 64,16 6,81 
(1) banho a 80°C em HCl 2 M por 60 min; (2) banho a 80°C em HCl 5 M por 60 min; (3) hidrólise hidrotérmica (121°C e 101 kPa) por 15 min 
em água; (4) hidrólise hidrotérmica (121°C e 101 kPa) por 15 min em HCl 2 M; (5) homogeneização a 80 MPa com 6 passagens; (6) ultrassom 
800 W por 60 min; (7) abrasão por cisalhamento com pérolas de vidro por 120 min. 
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4.3.2 Extração com CO2 supercrítico 
 
Na busca de um método alternativo para a extração em que se utilizem processos 
mais corretos em termos ambientais, com menor consumo de solventes tóxicos, é que a 
extração com CO2 supercrítico vem sendo bastante estudada nos últimos anos. Poucos 
trabalhos são encontrados para extração supercrítica de lipídeos de leveduras (Hegel et al., 
2011). Quando se trata de micro-organismos os trabalhos ainda são mais focados para o 
estudo de microalgas. No presente trabalho foram realizados ensaios preliminares de 
extração com CO2 supercrítico sem ultrassom e sem a prévia ruptura da célula a fim de 
verificar se apenas as condições do processo de extração supercrítica (alta pressão e 
percolação de CO2) seriam eficientes para promover a ruptura da célula e extração. Porém, 
verificou-se que o processo de extração sem algum fator promotor da ruptura celular não 
foi eficiente, o que é explicado devido à rigidez da parede celular deste micro-organismo. 
Além disso, uma unidade de extração com fluido supercrítico pode ter sua capacidade 
extrativa alterada com a utilização de técnicas em conjunto, como por exemplo, o emprego 
de ondas ultrassônicas (Gao et al., 2009). Considerando esta limitação optou-se pela 
realização da extração por CO2 supercrítico associado ao ultrassom. 
A extração por CO2 supercrítico assistida por ultrassom promove maior perturbação 
do sistema (matriz-solvente), pois as ondas ultrassônicas de alta frequência são capazes de 
provocar cavitação devido aos ciclos de expansão e contração sofridos pela matéria, o que 
pode causar a ruptura da matriz, favorecer a transferência de massa, a difusão do CO2 e 
consequentemente aumento no rendimento global de extração (Toma et al., 2001). A 
solubilidade de um fluido supercrítico é fortemente dependente da temperatura e pressão a 
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que é submetido (Darani e Mozafari, 2009). Na maioria dos casos a variação na pressão, no 
caso o aumento, exerce maior influência na solubilidade de lipídeos em CO2 que a variação 
da temperatura (Walker et al., 1999). Considerando esta observação optou-se por estudar 
diferentes pressões 15, 20 e 25 MPa, mantendo a temperatura do processo constante em 
50°C.  
A caracterização prévia da biomassa utilizada para as extrações na unidade 
supercrítica apresentou 7,9 ± 0,39% de umidade e distribuição média de diâmetro de 
partícula de 760 µm. A Tabela 4.3 apresenta o rendimento global (X0) para os ensaios de 
extração com CO2 supercrítico, assistidos por ultrassom, nas pressões de 15, 20 e 25 MPa, 
assim como o perfil dos ácidos graxos extraídos nas diferentes condições de pressão. De 
acordo com os dados é possível observar que o aumento da pressão de operação provocou 
pequena diminuição no rendimento global. Porém o rendimento nas três pressões estudadas 
foram consideradas estatisticamente iguais (4,96; 4,42 e 3,47%), a 95% de confiança. Ou 
seja, ao utilizar a técnica de extração assistida por ultrassom, a variação da pressão não foi 
significativa no rendimento global de extração lipídica (X0), à temperatura de 50°C.  
A extração de lipídeos da biomassa microbiana por CO2 supercrítico foi comparada 
com a metodologia convencional de extração, Bligh e Dyer (1959), utilizando HCl 2 M 
para ruptura das células. Ao aplicar esta metodologia o rendimento obtido foi de 20% 
(m/m), comparando com este resultado, observa-se que o rendimento obtido no presente 
trabalho, pela extração com CO2 foi considerado baixo e que o ultrassom não foi suficiente 
para promover a ruptura das células. Milanesio et al., (2012), estudaram a extração de 
lipídeos de Yarrowia lipolytica utilizando CO2 supercrítico e também concluíram ser 
necessário um pré-tratamento na biomassa da levedura para promover a ruptura celular e 
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consequente aumento do rendimento de extração. Além disso, quando realizaram a extração 
com CO2 puro (40°C e 20 MPa) obtiveram rendimento de 10 mg de óleo por g de solvente. 
Porém o rendimento aumentou para 15 mg de lipídeo por g de solvente quando etanol foi 
adicionado ao CO2 como co-solvente. A adição de um co-solvente proporciona maior 
rendimentos porque a característica polar deste solvente adicionado auxilia na extração de 
lipídeos polares e insaponificáveis.  
Os ácidos graxos obtidos pela extração por Bligh e Dyer (1959) não apresentaram 
diferenças quando comparado ao perfil de ácidos graxos extraídos por CO2 supercrítico, o 
que indica que é possível aplicar esta técnica de extração para obter um lipídeo com mesmo 
perfil de ácidos graxos do método convencional, porém a composição de lipídeos neutros e 
polares são diferentes devido, principalmente, à seletividade do CO2. 
Hussain et al. (2014) estudaram o perfil lipídico do fungo Mortierella isabelina em 
diferentes métodos de secagem e solventes de extração e reportam que não houve diferença 
no perfil de ácidos graxos presentes nos materiais graxos extraídos. Zhang et al. (2014), 
estudaram o processo de transesterificação do material lipídico da levedura Trichosporon 
oleaginosus (ATCC20509) e compararam a reação com e sem o emprego de ultrassom (20 
kHz, 700W), utilizando hexano como solvente e NaOH como catalisador da reação. O 
objetivo das ondas ultrassônicas neste caso foi reduzir a quantidade de metanol e o tempo 
de reação. Ao compararem o perfil de ácidos graxos, os resultados indicaram que a técnica 
de ultrassom não influenciou na composição dos FAMEs formados, pois a 
transesterificação com e sem ultrassom apresentou perfil de FAMEs similares. Hegel et al. 
(2011) estudaram a extração de lipídeos da levedura Saccharomyces cerevisiae e 
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verificaram a necessidade de pré-tratamento da biomassa para ruptura celular, em que a 
hidrólise ácida seguida por maceração em metanol foi a técnica mais eficiente. 
O emprego de técnicas de ruptura mais eficientes pode possibilitar a obtenção de 
maiores rendimentos de extração. Tendo em vista que a técnica de abrasão por pérolas de 
vidro em vórtex mostrou-se altamente eficiente entre as técnicas de ruptura estudadas no 
presente trabalho, optou-se realizar ensaios de extração aplicando esta técnica previamente 
a extração com CO2 supercrítico, associado ao ultrassom. Para o estudo da extração em 
CO2 supercrítico na biomassa previamente rompida foi escolhida a pressão mais baixa e 
mais alta empregadas anteriormente (15 e 25 MPa) com diferentes combinações de 
temperatura, conforme apresenta a Tabela 4.4.  
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Tabela 4.3 Rendimento global da extração lipídica da biomassa de Candida sp. LEB-M3 utilizando CO2 supercrítico assistido por 
ultrassom em diferentes pressões 
Pressão 
(MPa) 
X0  
(%  m/m) 
Perfil de ácidos graxos (%) 
C16:0 C16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 SFA MUFA PUFA 
15 4,96a ± 0,62 20,52 ± 0,11 7,24 ± 0,03 0,55 ± 0,01 1,79 ± 0,16 4,65 ± 0,01 54,86 ± 0,01 9,22 ± 0,01 0,95 ± 0,00 22,88 63,98 10,16 
20 4,42a ± 0,87 20,36 ± 0,04 7,23 ± 0,01 0,54 ± 0,00 1,85 ± 0,03 4,62 ± 0,08 54,90 ± 0,04 9,31 ± 0,01 0,98 ± 0,01 22,74 63,96 10,28 
25 3,47a ± 0,06 20,38 ± 0,08 7,23 ± 0,02 0,54 ± 0,01 1,87 ± 0,02 4,65 ± 0,01 54,78 ± 0,04 9,34 ± 0,03 0,99 ± 0,01 22,73 63,92 10,35 
Padrão* 20,0 ± 1,2 20,43 ± 0,15  7,81 ± 0,07 0,53 ± 0,01 1,92 ± 0,01 4,13 ± 0,01 54,31 ± 0,25 9,64 ± 0,02 1,03 ±0,01 22,87 64,03 10,66 
*Considerando a metodologia padrão Bligh e Dyer (1959) e ruptura celular com HCl 2 M. Letra “a” indica que não existe diferença significativa entre as pressões 
estudadas (p<0,05) 
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Tabela 4.4 Rendimento global de extração lipídica da biomassa rompida pela técnica de 
abrasão por cisalhamento de Candida sp. LEB-M3 utilizando CO2 supercrítico assistido por 
ultrassom em diferentes condições de pressão e temperatura 
Pressão (MPa) Temperatura (°C) X0 (% m/m) 
15 50 5,57 
25 40 6,17 
 
Ao aplicar a técnica de ruptura previamente à extração com CO2 supercrítico 
assistido por ultrassom, obteve-se um incremento no rendimento global de lipídeos 
extraídos, porém ainda é considerado um valor baixo quando comparado ao método de 
Bligh e Dyer. Para aumentar o rendimento seria necessário a adição de um co-solvente ao 
CO2, para aumentar a extração de compostos polares (não extraídos pelo CO2 que é apolar), 
e como consequência poderiam ser obtidos rendimentos superiores, porém com maior 
porcentagem de lipídeos insaponificáveis. Portanto, mesmo que o valor em rendimento 
global de lipídeos extraídos ainda seja considerado baixo, ao comparar-se com métodos 
tradicionais que empregam solventes potencialmente tóxicos e mais eficientes, é uma 
tecnologia com potencial para extrair compostos mais específicos. 
É importante mencionar a flexibilidade do processo com fluido supercrítico para a 
extração de lipídeos, visto que, possibilita a utilização de diferentes condições de 
temperatura e pressão, estas que quando variadas podem tornar o CO2 mais ou menos 
solúvel em determinado ácido graxo, por exemplo. A solubilidade do CO2 em ácido graxo 
oleico é 0,57 kg/kg CO2 quando em pressão de 13,8 MPa e 40°C, porém 0,048 kg/kg CO2 
quando na mesma pressão porém na temperatura de 60°C. Por outro lado, ao manter-se a 
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temperatura em 40°C e variar a pressão de 13,8 MPa para 27,6 MPa a solubilidade aumenta 
de 0,57 para 2,1 kg/kg CO2. Estas variações ocorrem para cada ácido graxo presente no 
material extraído. Portanto, a combinação de diferentes condições torna o processo mais 
específico (Maheshwari et al., 1992). 
Cabe também ressaltar que existem outras variáveis que são importantes, além da 
temperatura e pressão, na otimização de um processo de extração supercrítica e que 
apresentam influência no rendimento global, tais como tamanho de leito de extração, vazão 
de solvente, adição de co-solvente, diâmetro de partícula (Santos et al., 2015), variáveis que 
foram mantidas fixas no presente trabalho. A extração com CO2 supercrítico ainda precisa 
ser mais explorada em processos que envolvem biomassa de micro-organismos, visando 
sua viabilização em termos de rendimento do processo. Assim, este trabalho pode servir 
como base para o conhecimento e perspectivas deste método de extração de lipídeos de 
origem microbiana. 
 
4.4 CONCLUSÃO 
 
Entre as técnicas estudadas para ruptura celular da levedura Candida sp. LEB-M3, a 
abrasão por cisalhamento apresentou recuperação de lipídeos de 125%, quando comparada 
ao método padrão, porém aquelas que empregam HCl e altas temperaturas também 
apresentaram alta eficiência na ruptura celular, maior facilidade de utilização e menor 
custo. As diferentes técnicas não influenciaram significativamente no perfil de ácidos 
graxos, exceto para HPH, que proporcionou maior extração de ácidos graxos saturados, 
indicando que as condições das técnicas de ruptura, não modificaram o perfil de ácidos 
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graxos. O estudo da extração com CO2 supercrítico, assistido por ultrassom, apesar de 
apresentar baixos rendimentos, mostrou-se um método promissor para extração de lipídeos 
microbianos com diversas vantagens operacionais quando comparado aos métodos 
convencionais utilizados industrialmente. 
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ABSTRACT 
The recombinant Rhizopus oryzae lipase (1-3 positional selective), immobilized on 
Relizyme OD403, has been applied to the production of biodiesel using single cell oil from 
Candida sp. LEB-M3 growing on glycerol from biodiesel process. The composition of 
microbial oil is quite similar in terms of saponifiable lipids than olive oil, although with a 
higher amount of saturated fatty acids. The reaction was carried out in a solvent system, 
and n-hexane showed the best performance in terms of yield and easy recovery. The 
strategy selected for acyl acceptor addition was a stepwise methanol addition using crude 
and neutralized single cell oil, olive oil and oleic acid as substrates. A FAMEs yield of 40.6 
% was obtained with microbial oils lower than olive oil 54.3 %. Finally in terms of 
stability, only a lost about 30% after 6 reutilizations were achieved. 
Keywords: biodiesel, Rhizopus oryzae lipase, single cell oil. 
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5.1. INTRODUCTION 
 
 The possibility of fossil energy depletion has become one of the most important 
issues discussed all over the world, due to energy consumption that is inevitable for human 
existence. This scenario takes to many alternatives to replace this exhaustible energy source 
(Xu et al., 2014). Biodiesel, usually produced by transesterification of triglycerides with 
methanol obtaining fatty acid methyl esters (FAMEs) in presence of a catalyst has shown to 
be an alternative to diesel fuel because its favorable features, environmental benefits and 
renewable biological resources origin. Among of the different raw materials, microbial oil, 
also called single cells oils, is a potential feedstock source (Duarte et al., 2014). 
 Between heterotrophic microorganisms, oleaginous yeasts, capable of accumulating 
high amount of lipids (>20% (w/w)) in its biomass, has important advantages due to its fast 
growth rate and high oil content. This new source has several advantages compared to other 
vegetable oils and animal fats: short life cycle, not depends of arable land, not competes 
with food sector, can be obtained independent of climatic factors and it is easier to scale-up 
(Li et al., 2008). Taking into account that the major economic factor to consider is the 
feedstock that increases the final cost to biodiesel production around 75 - 80%, if we 
compare microbial oils with vegetables oils, the use of cheap carbon sources as residual 
carbon sources, diminish significantly the cost of yeast oil production (Li et al., 2008; 
Demirbas, 2009).  
 Microbial oil has been produced by several research groups using different 
microorganisms including microalgal, fungi and bacterial oil, different substrates, like 
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residues from industry and agriculture with low cost and nutritional value to the 
microorganism (Teo et al., 2014; Wang et al., 2014; Ruan et al., 2012; Karatay and 
Donmez, 2010). Recent studies in our group demonstrated that the yeast Candida sp. LEB-
M3 contain high amounts of lipids (about 50% w/w) when it is grown on crude glycerol 
obtained as byproduct from biodiesel synthesis (Duarte et al., 2013). The biodiesel 
production with this raw material challenges researchers to develop more efficient and 
environmental friendly processes.  
 It is well known that homogeneous alkali-catalysis method has been conventionally 
applied to biodiesel production. However, it presents some drawbacks and requires a 
rigorous feedstock specification, such as low contents of water and free fatty acids, to 
prevent the soap generation. An alternative to avoid these problems is the development of 
an enzymatic bioprocess catalyzed by lipases. This bioprocess approach works at mild 
operation conditions and allows the possibility to use raw materials with a high amount of 
free fatty acids, as in this present work, where the microbial oil used has significant amount 
of such compounds. The high cost of the biocatalyst has to be minimized using it 
immobilized on different supports allowing the reutilization and enhancing enzyme stability 
(Hwang et al., 2014; Robles-Medina et al., 2009).  
 Lipases can be categorized into three classes based on their specificity or selectivity 
such as region- or positional specific lipases; fatty acid type specific lipases and specific 
lipases for a certain class of acylglycerols (mono-, di-, or triglycerides) (Teo et al., 2014). 
Previous studies of lipases catalyzing the production of biodiesel from vegetable oil have 
proved that the yields of FAMEs are influenced by the solvent system used into the reaction 
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(Fjerbaek et al., 2009). The addition of organic solvent improves the lipase stability and can 
improve the mass transfer of substrate because it reduces the viscosity in the enzymatic 
transesterification. It has been reported that surface properties of lipases such as 
hydrophobicity and charge distribution are the mainly factors to provide lipase stability in 
organic solvents (Chakravorty et al., 2012). Among all organic solvents, hydrophobic 
solvents are preferred as compared to hydrophilic solvents in order to maintain the 
minimum amount of water in lipase surrounding and to avoid its inactivation by loss of 
water in the enzyme structure essential to lipase activity (Nasaruddin et al., 2014). Besides, 
the enzyme inactivation that occurs when the alcohol captures essential water molecules 
required for lipase activity, can be overcome increasing the solubility of alcohol and oil by 
organic solvent addition (Hwang et al., 2014).   
 The recombinant 1,3 positional selective Rhizopus oryzae lipase (rROL) used in this 
work is able to synthesize biodiesel and monoacylglycerols simultaneously, not producing 
glycerol as final product, avoiding  operational problems associated to the adsorption of the 
glycerol onto the support (Robles-Medina et al., 2009). The production of 
monoacylglycerols jointly with FAMEs increase the lubricity of the final biodiesel 
obtained, but also is a valuable product in food, pharmaceutical and cosmetics industries 
(Zhong et al., 2014). Moreover rROL produced in the cell factory Pichia pastoris showed a 
44-fold higher specific activity compared to a commercially available lipase obtained 
directly from Rhizopus oryzae (Guillén et al., 2011). In a recent work, rROL immobilized 
on Sepabeads (similar to Relyzyme OD403) showed a good performance in the production 
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of biodiesel from olive oil (Canet et al., 2014). In addition, Sepabeads was concluded to be 
the best among other supports for esterification reaction by rROL (Guillén et al., 2012). 
 In the present work, biodiesel synthesis using extracted lipids from Candida sp. 
(LEB-M3) and rROL immobilized on Relyzyme OD403 in a solvent system has been 
studied. In order to obtain an increase in FAMEs yield and to avoid a possible enzyme 
denaturation, a strategy of methanol stepwise addition was employed. 
 
5.2 MATERIAL AND METHODS 
5.2.1 Microorganism cultivation and oil recuperation 
 
The yeast Candida sp. LEB-M3, isolated from Pantanal, Brazil (Maugeri and 
Hernalsteens, 2007), was selected as an oleaginous yeast in previous study (Duarte et al., 
2013). It was maintained in stock cultures at the Laboratory of Bioprocess Engineering 
(UNICAMP), on GYMP agar slants at 5°C containing (g/L): 20 glucose, 5 yeast extract, 10 
malt extract, 2 KH2PO4 and 20 agar, pH 5.5. Subsequently, two reactivated microbial 
culture slants were scraped with 10 mL of 0.1% peptone water each for removing the 
microorganism cells. Cells were transferred to Erlenmeyer flasks containing 180 mL of the 
growth medium composed of (g/L): 30 crude glycerol (obtained from the basic 
transesterification of a mixture: 80% soybean oil, 15% beef fat and 5% cottonseed oil with 
methanol, without previous treatment, kindly provided by Granol Anapolis company, 
Brazil), 7 KH2PO4, 2.5 Na2HPO4, 1.5 MgSO4.7H2O, 1.4 yeast hydrolyzate, pH 6.0, which 
were maintained at 28°C in flasks agitated at 180 rpm for 36 hours. After that, cultivations 
were performed in Erlenmeyer flasks inoculated with 10% (v/v) and with the same 
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inoculum cultivation conditions during 240 hours. At the end, culture medium was 
centrifuged and the biomass was dried and treated with a 2 M HCl solution at 80°C to cell 
wall rupture. The microbial oil was extracted using chloroform, methanol and water and 
measured by dry weight (Bligh and Dyer, 1959). 
 
5.2.2 Microbial oil characterization 
5.2.2.1 Thin layer chromatography 
 
Free fatty acids, triglycerides, diglycerides, monoglycerides, FAMEs, carotenoids, 
sterol esters, sterols, tocoferols, and polar lipids (phospholipids, glycolipids and 
sphingolipids) in the extracted oil were identified and quantified by Thin Layer 
Chromatography (TLC). Chromatographic separation was developed in 10 cm x 10 cm 
silica-coated aluminum plates (Alugram Sil G/UV. Macherey-Nagel GmbH, Düren, 
Germany) using a solvent mixture of 88% (v) n-hexane, 11% (v) diethyl ether and 1% (v) 
glacial acetic acid. Visualization was carried out by staining with iodine. Digital image 
analyses of staining plates were performed with Un-Scan-It Gel 6.1 software (Silk 
Scientific Inc. Orem, UT, USA) and the lipid compositions were quantified by the 
corresponding calibration curves. 
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5.2.2.2 Fatty acids profile 
 
 The extracted lipid fraction was esterified to obtain the fatty acid methyl esters, 
according to the methodology proposed by Hartman and Lago, (1973) and Metcalfe et al., 
(1966). Analyses were performed in duplicate using a Perkin Elmer gas chromatograph, 
Clarus 600, FID detector, Perkin Elmer Elite-225 capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 
µm). It was operated according to the following conditions: injector and detector 
temperature: 250°C, initial oven temperature: 100°C for 5 min, 230°C for 20 min; carrier 
gas: helium, 1 mL/min, split 1:40; and injection volume of 0.4 µL. The methyl ester profile 
was quantified based on normalization of the relative peak areas (Basso et al., 2012). 
 
5.2.2.3. Acidity index and iodine values 
 These parameters were determined according to official European methods EN 
14101, and EN 14214, respectively. 
 
5.2.3 Recombinant Rhyzopus oryzae lipase 
 
Recombinant Rhyzopus oryzae lipase (rROL) was produced by the Bioprocess 
Engineering and Applied Biocatalysis group of the Universitat Autònoma de Barcelona 
(UAB) (Arnau et al., 2010). The culture medium was centrifuged and micro-filtered to 
remove the biomass. The supernatant was concentrated by ultrafiltration with a 
Centrasette
®
 Pall Filtron system (New York, USA) equipped with an Omega membrane 
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with a 10 kDa cut-off, and subsequently dialyzed against 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 
and thereafter lyophilized (Guillén et al., 2011). 
 
5.2.4 Immobilization 
 
 The immobilization of rROL was carried out by adsorption technique, using 
Relizyme OD403 as support (polymethacrylate) purchased from Mitsubishi Chemical. It 
was pre-treated by incubation in 100 mL of an acetone-water solution 50% (v/v) for 30 
min, followed by solution removal by vacuum filtration. After that, 30 mL of a solution of 
5 mM phosphate buffer at pH 7 containing an approximate rROL activity of 4,000 UA/mL 
was prepared, dissolving lyophilized rROL under magnetic stirring for 30 min at 4°C. The 
solution was then centrifuged for 10 min at 5,000 rpm and then the supernatant was mixed 
with pretreated support in a roller MoviROL (P-selecta, Abrera, Spain) for 12 h at 4°C. 
After that, the solution was removed by vacuum filtration. Immobilized biocatalyst was 
then dried with silica gel, at room temperature, in a desorber until its weight reached a 
constant value. Finally, the support with the immobilized lipase was stored at 4°C. The 
final immobilized rROL activity was 59 UA/mg biocatalyst. This value was calculated as 
the difference between the activity in the initial and final supernatant, divided by the weight 
of support. 
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5.2.5 Lipase activity  
 
 Lipolytic activity determination was carried out using the lipase colorimetric assay 
(kit from Roche diagnostics). The enzyme dissolved in buffer was mixed with 200 mM 
Tris-HCl buffer pH 7.25 and lipase kit for reaction monitoring along the time by 
spectrophotometer. The increase in absorbance at 580 nm was followed for 7 min with a 
Varian Cary 300 spectrophotometer. The absorbance increase per second was calculated 
from the slope of the curve and correlated to the lipolytic assay. One unit of lipase activity 
(UA) was defined as the amount of lipase necessary to hydrolyze 1 µmol of ester bond per 
minute under assay conditions (Resina et al., 2004). 
 
5.2.6 Enzymatic reactions 
 
 The following methodologies were described for organic solvent selection and for 
methanol stepwise additions study. All reactions were done in 1.5 mL HPLC vials inside an 
incubator (IKA KS 400 ic, Satufen, Germany) at 30°C and under continuous stirring at 200 
rpm. The reaction mixture contained 1:5 of oil:solvent solution (1 mL) and the amount of 
immobilized biocatalyst was calculated to achieve 4,000 UA (according to UA / mg of 
immobilized enzyme). The amount of methanol in each step (4 µL / 0.15:1 
methanol:saponifiable lipids) was added to the reaction media to reach a maximum 14% of 
FAMEs yield to avoid the possible enzyme inactivation caused by the methanol. To 
determine the final amounts of methyl esters by gas chromatography, samples of the 
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enzymatic reactions were withdrawn at predetermined time intervals according to Canet et 
al., (2014). For solvent selection, n-hexane, iso-octane and terc-butanol were studied. The 
reactions were performed in one step methanol addition by predetermined time intervals 
between 5 and 45 minutes. In order to avoid the inactivation of rROL by methanol and 
increase the final conversion of FAMEs, a strategy with stepwise methanol addition were 
performed during 240 minutes and the addition of methanol every 40 minutes (4 µL). The 
experiments were carried out with crude microbial oil (CMO), without any previous 
treatment, neutralized microbial oil (NMO) in this case all free fatty acids were neutralized 
with NaOH and then were removed, olive oil (OLO) and oleic fatty acid (OLA). For 
solvent selection only olive oil and crude microbial oil were studied. 
 
5.2.7 Fatty acid methyl esters and oleic acid analysis 
 
 Methyl esters and oleic acid sample concentration were analyzed with a 7890A gas 
chromatography (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) equipped with a capillary 
column 1909BD-113 (30 m x 0.32 mm x 0.25 µm) and an auto-sampler. The column 
temperature was held at 190°C for 9 min, raised to 250°C at 20°C/min and kept at this 
temperature for 13 min. The temperature of the injector and the flame ionization detector 
were 250 and 300°C, respectively. Helium was used as the carrier gas at a constant flow of 
0.9 mL/min. Standards of methyl palmitate, methyl stearate, methyl oleate, methyl 
linoleate, methyl linolenate and oleic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, 
USA). 
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5.3 RESULTS AND DISCUSSION 
5.3.1 Microbial oil characterization 
 
 In Table 5.1 the composition of extracted lipids from microbial oil and the olive oil 
are presented and compared. Not all lipids obtained from microbial biomass are suitable for 
biodiesel production. Only saponifiable lipids and free fatty acids can be converted into 
FAMEs, which can be used as biodiesel if they comply with the current standards (ASTM 
D6751 in the United States or EN 14213 and 14214 in the European Union). The total 
lipids obtained from biomass cultivation were 27% (w/w) and 2.82 g/L of lipid 
concentration. The saponifiable lipids and free fatty acids were around 97.9 (wt%) of the 
total lipids extracted from the yeast biomass, with free fatty acids, diglycerides and 
triglycerides as the main components.  
 If these results are compared with those obtained from olive oil, and neutralized 
microbial oil, which not contained free fatty acids, the amount of triglycerides is higher in 
both oils 91.6 ± 0.4 and 83.6 ± 0.3 respectively against 75.7 ± 2.3 (wt%) of crude microbial 
oil. The non-saponifiable lipid fraction consisted of small amounts of carotenoids, retinoids, 
sterols and tocopherols for all samples are around 2 (wt%). The acid index of crude 
microbial oil was 10 mg KOH/g, which determines an acid-catalysed process for chemical 
biodiesel production, more suitable for producing biodiesel than an alkali one in order to 
avoid yield losses from free fatty acid neutralization (Yan et al., 2010). The alternative is an 
enzymatic catalytic bioprocess catalyzed by lipases. 
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Table 5.1 Composition of lipids extracted from Candida sp. LEB-M3 and olive oil 
Lipid classification Type of lipid 
Crude 
microbial 
oil (wt%) 
Neutralized 
microbial oil 
(wt%) 
Olive oil 
(wt%) 
Free fatty acids and 
saponifiable lipids 
Free fatty acids 6.7 ± 1.0 n.d. * n.d.* 
Monoglycerides 3.4± 0.4 3.0± 0.1 1.9± 0.3 
Diglycerides 6.6 ± 0.2 5.7 ± 0.2 3.7 ± 0.2 
Triglycerides 75.7 ± 2.3 83.6 ± 0.3 91.6 ± 0.4 
Sterol esters 3.4 ± 0.7 4.7 ± 0.4 0.3 ± 0.1 
Polar Lipids 2.1± 0.1 1.1± 0.0 0.4± 0.1 
Total saponifiable lipids 97.9 98.1 97.9 
Non-saponifiable 
lipids 
Carotenoids n.d. * n.d. * 0.9± 0.2 
Sterols and tocopherols 0.6± 0.1 0.6± 0.1 0.3± 0.1 
Retinoids 1.5± 0.0 1.3± 0.0 0.9± 0.2 
Total Non-saponifiable 
lipids 
2.1 1.9 2.1 
* n.d.: no detected. 
 
 
 Table 5.2 shows the fatty acid profile for the saponifiable lipids and free fatty acids 
extracted from Candida sp. and olive oil. As can be seen, the microbial oil and the olive oil 
contain similar types of fatty acid. However, the olive oil does not have heptadecanoic and 
heptadecenoic acids in its composition. These fatty acids are very difficult to find in the 
nature, and only it is possible to be found in some bacteria and yeast. The crude microbial 
oil has a higher amount of saturated fatty acids than the olive oil, especially palmitic acid 
(19.2% versus 11.8%). However the olive oil has a higher content of monounsaturated fatty 
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acids, oleic acid, than crude microbial oil (74.2% versus 56.45%). The high amount of 
palmitic inherent to the FAMEs derived from these fatty acids produces a high oxidative 
stability, but also the high amount of oleic acid of the FAMEs produces good fuel 
properties at low temperatures, which is an advantage in winter operation (Ramos et al., 
2008).  
 The iodine value is a measure of the unsaturation level and, therefore, only depends 
on the oil used as the raw material (Davies and Hossain, 2009). Thus, the result of iodine 
value for the saponifiable lipids and the free fatty acids extracted from yeast was 75.8 mg 
I2/100g, and for the olive oil 81.8 mg I2/100g, both results were far below the specified a 
maximum limit of 120 mg I2/100g in the European Union Standards for biodiesel. Finally, 
these results show that the microbial oil is quite similar to olive oil being a positive 
conclusion.  
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Table 5.2 Fatty acid composition in the saponifiable lipids and fatty acids from microbial 
oil, Candida sp. LEB-M3, and olive oil 
Fatty acid Microbial oil (wt%) Olive oil (wt%)
1 
Palmitic acid 16:0 19.2  11.8 
Palmitoleic acid 16:1 7.45  1.5 
Heptadecanoic acid 17:0 0.6  n.d. * 
Heptadecenoico acid 17:1 2.37  n.d. * 
Stearic acid 18:0 3.73  2.7 
Oleic acid 18:1 56.43  74.2 
Linoleic acid 18:2 9.15  8.5 
Linolenic acid 18:3 0.85  0.7 
Others 0.23 0.6 
1
 Akoh et al., (2007); * n.d.: no detected. 
 
5.3.2 Organic solvent selection 
 
 The partition coefficient, log P, is used as an indicator of solvent polarity 
(hydrophilic character). Solvents with a log P value below 2.0 have not been considered 
appropriate because presents high polarity (Laane et al., 1987). In this work three different 
organic solvents were studied in reactions with immobilized rROL. FAMEs yield and 
stability of the biocatalyst were evaluated. The organic solvents studied presented different 
log P value, iso-octane (4.5), n-hexane (3.5) and terc-butanol (0.8) (Jin et al., 2013). Figure 
5.1 shows the monitoring of FAMEs yield during the reaction time for olive and crude 
microbial oils using different organic solvents.  
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(a) 
 
(b) 
Figure 5.1 Monitoring of FAMEs yield (%) for (a) olive oil and (b) crude microbial oil 
from Candida sp. LEB-M3 oil during catalyzed biodiesel synthesis by immobilized 
rROL in different organic solvent media 
 
 According to Figure 5.1, n-hexane and iso-octane solvents presented similar final 
FAME yields for both substrates. When the initial rates were compared, olive oil presented 
always higher initial rate (0.31 mmol/h, 0.39 mmol/h and 0.31 mmol/h for iso-octane, terc-
butanol and n-hexane, respectively) than microbial oil (0.19 mmol/h for all solvents). 
Although this solvent is more polar that the n-hexane and iso-octane and should dissolve 
better the polar lipids the final FAMEs yield reached was the worst affecting negatively to 
the biocatalyst along the time. Thus, this solvent was discarded in next step due to the lower 
FAMEs yield obtained with this solvent.  
 Figure 5.2 presents the stability of immobilized rROL with iso-octane and n-hexane 
into the reaction medium using olive oil, after three reutilizations of 30 minutes. The 
reutilization of immobilized rROL in olive oil reaction showed that this enzyme is stable in 
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iso-octane and n-hexane even after three utilizations with a low loss of activity, because 
these solvents protect the water surrounding the lipase that retain their optimal 
conformation of the enzyme (Fjerbaek et al., 2009).  
 The necessity of final solvent recovery can be a drawback to the process. However, 
the following aspects should be considered: solvent recovery is a common practice in the 
chemical catalyzed production of biodiesel and it is necessary in all cases to remove the 
excess of methanol; the boiling point of n-hexane is low (69°C) and near to methanol 
boiling point (65°C), resulting an easy separation of the solvent together with the methanol 
(Royon et al., 2007). The iso-octane boiling point is higher than the n-hexane boiling point 
(99ºC versus 69ºC). Thus, higher energy consumption and cost (about 6 fold higher) for its 
recovery is necessary. For these reasons n-hexane was selected as solvent for the next 
experiments.  
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Figure 5.2 FAMEs yield (%) for olive oil reaction with immobilized rROL in iso-
octane and n-hexane media during three cycles utilizations of 30 minutes reaction 
 
5.3.3 Methanol stepwise additions 
 
 Enzymatic biodiesel production presents a difficult problem regarding the low 
tolerance of lipase toward acyl acceptors (i.e., methanol). The use of the organic solvent 
helps to reduce the methanol lipase inactivation since the methanol is solubilized in solvent 
preventing the enzyme water capture by methanol, but methanol can affect anyway the 
enzyme and it should not be added in excess (Fu and Vasudevan, 2010).  
 The monitoring of methyl esters yield along the time is shown in Figure 5.3. The 
vegetable oil was studied to compare the results obtained with a traditional feedstock to 
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biodiesel synthesis and acid oleic to verify the behavior of the reaction in presence only of 
free fatty acids. As it was expected, the highest FAMEs yield was obtained using free fatty 
acids as substrate when a direct synthesis of FAMEs occurring. This is due to the fact that 
the esterification reaction occurs directly on FFA and is faster than transesterification where 
first the enzyme needs to break ester bonds (Al-Zuhair, 2005).  
 
Figure 5.3 FAMEs yield obtained in different substrates used for biodiesel synthesis in 
n-hexane media catalyzed by rROL with methanol additions, CMO: crude microbial 
oil, NMO: neutralized microbial oil, OLO: olive oil, OLA: oleic acid 
 
 OLO reached higher final yield than NMO and CMO. It can occur because the 
microbial oil has a higher amount of sterol esters and polar lipids besides the unsaponifiable 
matter (Table 5.1) that could be the responsible of the poor access of the substrate into the 
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enzyme, and subsequently, can decrease the final yield. Although, the final yield of CMO 
and NMO are quite similar, the conversion at times lower than 80 minutes for CMO is 
higher than NMO, associate to the fact that initially the CMO has a higher amount of free 
fatty acids, which causes that the reaction was faster.  
  Also, it is important to mention that because of the regiospecificity of rROL that 
acts in the locations 1 and 3 of TAG, the maximum yield achieved cannot be over of 66% 
of FAMEs. The final FAMEs yield obtained of OLO (54,3%) are nearby to the theoretical 
maximum yield (66%), little lower values were obtained for CMO and NMO, around 40%, 
however the reaction is not finished.  
 Moreover, the fractioned methanol additions strategies is an efficient process 
because tend to generate more continuous evolutions in methyl ester synthesis and therefore 
avoid periods of time where there is a slow synthesis of methyl ester caused for methanol 
exhaustion. Figure 5.4 shows the formation of the different methyl esters over time for each 
oil (CMO, OLO, NMO). Hence, the results show that the lipase used, has no preference for 
any particular free fatty acid, reacting simultaneously with them over time (Canet et al., 
2014).  
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(c) 
Figure 5.4 Monitoring of methyl ester concentration in the reaction medium, showing 
the composition of each methyl ester. The data was obtained from methanol stepwise 
additions experiments for (a) CMO (b) OLO (c) NMO, where: (-Δ-) methyl palmitate, 
(-●-) methyl oleate, (-◊-) methyl stearate, (-■-) methyl linoleate and (-o-) methyl 
linolenate. 
 
5.3.4 Biocatalyst stability 
 
 In order to know a possible enzyme inactivation due to methanol and solvent 
presence, the biocatalyst was removed from the reaction media after 240 minutes of 
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reactions by vacuum filtration and used again. The results are shown in Figure 5.5. The 
reducing of the yield even after 24 hours of contact with large amount of non-reacted 
methanol and n-hexane was about 30% for both oils. Thus, methanol and n-hexane had a 
moderate inactivation effect on the immobilized lipase under the studied conditions. 
Moreover, the solubility of methanol in the alkyl esters is greater than in the oil, and then 
the inhibitory effect of methanol is large at the beginning of the reaction, but with 
increasing oil conversion it decreases and consequently limits enzyme deactivation 
(Shimada et al., 2002). Then, crude microbial oil presented a similar behavior, in terms of 
stability than OLO, showing that this substrate could be an alternative to vegetable oils in 
biodiesel production.  
 
Figure 5.5 Relative FAMEs yield (%) of olive oil and crude microbial oil 
transesterification reaction catalyzed by rROL after 5 reutilizations (1440 minutes), 
OLO: olive oil, CMO: crude microbial oil. 
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5.4 CONCLUSION 
 
 The results indicate that Candida sp. LEB-M3 oil may be a suitable feedstock for 
biodiesel production using rROL lipase immobilized on Relyzyme OD403 in a solvent 
system, obtaining similar results than vegetable oil, although the composition of microbial 
oil has the presence of heptadecanoic and heptadecenoic acids, sterol esters and polar 
lipids. Methanol stepwise addition showed to be an excellent strategy to maintain lipase 
activity with a lost not higher than 30% after 5 reutilizations. Finally, the use of glycerol 
from biodiesel production to growth Candida sp. LEB-M3 is important to reduce the 
economic impact of enzymatic biodiesel production approach. 
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6.1 CONCLUSÕES 
 
Durante o estudo de diferentes fontes de nitrogênio e relação carbono/nitrogênio, no 
cultivo da levedura Candida sp. LEB-M3, o hidrolisado de leveduras e relação C/N de 90 
foram selecionados, como a fonte e relação que resultaram em maior acúmulo de lipídeos 
(30,8%) e maior concentração lipídica (3,09 g/L). 
Após a seleção das condições de meio de cultivo, estudou-se a influência da 
agitação e aeração do meio nas propriedades de acúmulo lipídico e perfil de ácidos graxos, 
sendo a melhor condição para o acúmulo de lipídeos, a condição do ponto central (300 rpm, 
0,75 vvm).  
O perfil de ácidos graxos na condição de menor agitação e menor aeração (200 rpm, 
0,5 vvm) apresentou maior proporção de SFA quando comparada às demais condições, 
indicando que a agitação e aeração apresentaram efeitos negativos para os SFA. Nesta 
condição também foi obtido o maior valor do parâmetro número de cetano (67,38), na 
predição deste parâmetro de qualidade do biodiesel. Durante o acompanhamento cinético 
verificou-se o aumento dos MUFAs e PUFAs e diminuição dos SFA ao longo do tempo de 
cultivo. 
Os parâmetros de qualidade preditos com modelos matemáticos para qualidade do 
biodiesel do óleo microbiano, em todas as condições de cultivo estudadas, apresentaram-se 
dentro dos limites estipulados pelas normas vigentes de qualidade deste biocombustível 
indicando a potencialidade desta matéria prima. 
Capítulo VI 
________________________________________________________________________________ 
148 
 
 
Entre as técnicas de ruptura da parede celular da levedura Candida sp. LEB-M3 
avaliadas, a abrasão com pérolas de vidro destacou-se por promover a maior ruptura da 
parede celular (125% de recuperação lipídica), resultado observado também nas imagens 
obtidas por microscopia em que mostraram a nítida deformação da parede celular. As 
técnicas de ruptura em meio ácido a altas temperaturas também apresentaram alta 
recuperação lipídica, porém menor que o método mecânico de ruptura. 
No estudo da extração com CO2 supercrítico, assistido por ultrassom, a diferença de 
pressão não foi significativa para o rendimento global de lipídeos extraídos. O máximo 
rendimento foi obtido empregando a técnica de ruptura por abrasão com pérolas de vidro, 
que foi ainda considerado baixo (6,17%), porém mostrou-se um método promissor para 
extração de lipídeos microbianos com vantagens operacionais, como a utilização do 
solvente atóxico, quando comparado aos métodos convencionais utilizados industrialmente. 
O n-hexano foi selecionado como solvente para a síntese enzimática de biodiesel 
utilizando os lipídeos microbianos como matéria prima. A imobilização da lipase (rROL) 
em Relyzime OD403 por adsorção apresentou alto poder catalítico durante as reações de 
síntese de biodiesel e possibilitou a reutilização da enzima imobilizada por pelo menos 5 
vezes sem perder mais que 30% de sua atividade inicial. O processo de adição de metanol 
ao longo da reação de síntese de biodiesel aumentou o rendimento de FAMEs, mostrando 
ser uma importante estratégia para evitar o efeito de inativação da enzima pelo metanol. 
 Por fim, pode-se concluir que os lipídeos produzidos pela levedura oleaginosa 
Candida sp. LEB-M3, cultiva em glicerol bruto, apresentou características apropriadas para 
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aplicação na síntese de enzimática de biodiesel, tornando o processo de produção deste 
biocombustível mais sustentável.  
 
6.2 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
- Determinar variáveis que podem diminuir o tempo de cultivo da levedura Candida sp. 
LEB-M3 e aumentar o acúmulo lipídico;  
- Estudar diferentes fontes de glicerol bruto (diferentes matérias primas de produção de 
biodiesel); 
- Estudar a influência do tamanho de partícula da biomassa de levedura no processo de 
extração com CO2 supercrítico; 
- Realizar extração com CO2 supercrítico e co-solvente polar; 
- Aplicar catalisadores inorgânicos na produção de biodiesel de lipídeo microbiano; 
- Estudar variáveis da reação de síntese do biodiesel; 
- Utilizar etanol como álcool alternativo ao metanol na reação de síntese de biodiesel.  
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